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  Извод 
ИЗВОД 
У оквиру ове дисертације синтетисани су паладијум(II) комплекси са хелатним 
лигандима амидног типа. Синтетисани су деривати диамида малонске и оксалне 
киселине са аминокиселинским остацима, остацима антранилне киселине или 
пропандиаминским остацима везаним за обе стране амидне јединице. Деривати оксалне 
киселине: (3,3'-[1,2-диоксоетан-1,2диил)диимино] дипропионска киселина) (H4obp); 
(N,N'-bis(3-аминопропил) етандиамид) (H2apox); (2-({[(3-аминопропил)амино] 
(оксо)ацетил}амино) бензоева киселина) (H3obap); (2,2'-[(1,2-диоксоетан-1,2-
диил)диимино] (H4obbz) и малонске киселине: (2,2'-[1,3-диоксопропан-
1,3диил)диимино] дисирћетна киселина) (H4mda) и 3,3'- [(1,3-диоксопропан-1,3-
диил)диимино] дипропанска киселина (H4mdp) су коришћени за синтезу и испитивање 
биолошке активности одговарајућих паладијум(II) комплекса.  
Прва фаза дисертације подразумевала је примену потенциометријских метода у 
циљу испитивања стабилности водених раствора самих лиганада, смеше паладијум(II) 
јона и одговарајућих лиганада у различитим концентрационим односима, као и  Pd-L-A 
система да би се испитао утицај бинарних комплекса [PdL] на нуклеозиде који улазе у 
састав DNK. Испитивање интеракција синтетисаних једињења и молекула HSA и DNK 
вршено је применом флуоресцентне и апсорпционе спектроскопије. Добијени резултати 
су показали да постоји добро везивање наших система са биолошки значајним 
молекулима, што нас је довело до следеће фазе која је подразумевала in vitro 
експерименте. 
Биолошка активност ових једињења in vitro испитана је применом МТТ теста 
цитотоксичности и метода за детекцију апоптозе. Експериментално добијени резултати 
су у сагласности са теоријским и указују да биолошка активност комплекса 
паладијума(II) веома зависи од структуре азот-кисеоник донорских лиганада. Највећу 
осетљивост је показала HeLa ћелијска линија, а посебно када су у питању K2[Pd(mdp)] · 
H2O и H4obbz једињења.  
  Извод 
Недавне студије су показале да се код неких паладијум(II) комплекса са хелат О-
донорским лигандима може очекивати да индукују ER стрес и једро независну 
сигнализацију апоптозе. У складу са тим испитиван је (теоријски и експериментално) 
потенцијални механизам деловања лека који подразумева интеракције HSP протеина 
(протеин топлотног шока) и шаперона (Grp78 из ендоплазматског ретикулума (ER) и 
Hsc70 из цитосола) и [Pd(L)]n- јединице испитиваних система. Између одабраних 
макромолекула, где су наши комплекси рачунски симулирани, група шаперон протеина 
(Grp78 из ER и Hsc70 из цитосола) су се показали као бољи домаћини од 
олигонуклеотида (DNK). Такође, Вестерн Блот анализа проналази да је експресија Bcl-2 
протеина и цепање PARP у складу са нашим претпоставкама. 
Анализа ћелијског циклуса вршена је применом електрофоретске Вестерн блот 
анализе и проточне цитометрије. Резултати су показали да антитуморна активност 
паладијум(II) комплекса са различитим врстама лиганада на HeLa хуманим ћелијама 
изазивају апоптозу на каспаза-зависан начин. Такође, испитиван је потенцијални 
механизам дејства K2[Pd(mdp)] · H2O и H4obbz једињења на малигној HeLa ћелијској 
линији. Резултати су показали да тестирана једињења индукују апоптозу у великом 
проценту испитиваних ћелија. Поред тога, прогресија ћелијског циклуса HeLa ћелија 
третираних овим једињењима показују заустављање синтезе DNK и повећање ћелијске 
популације у G0/G1 фази као могући механизам који покреће апоптозу.  
На крају, применом класичне и QM/MM молекулске динамике истражене су 
конформационе промене, слободне енергије везивања лиганада-рецептора и њихове 
ковалентне интеракције и предложен механизам дејства испитиваних система. Утврђена 
је приметна корелација између IC50 (токсичност) и ΔG (слободне везивне енергије) 
вредности код синтетисаних једињења. 
На основу добијених резултата, пре свега када су у питању K2[Pd(mdp)] · H2O  и 
K2[Pd(mda)] · H2O комплекси, у плану је следећа фаза испитивањa фармаколошких 
својстава паладијумових лекова.   
 
  Summary 
SUMMARY 
As part of this thesis palladium(II) complexes were synthesized with chelate amide type 
ligands. There were synthesized the derivatives of malonic and oxalic acid from the amino acid 
residues, residues of an anthranilic acid  or propandiamine residues bounded to both sides of 
the amide units. Oxalic acid derivatives: (3,3'-[1,2-dioksoethane-1,2diyl)diamines] dipropionic 
acid) (H4obp); (N,N'-bis(3-aminopropyl)ethanediamide) H2apox); (2-({[(3-
aminopropyl)amino] (oxo)acetyl} amino)benzoic acid) (H3obap), (2,2'-[(1,2-dioksoetan-1,2-
diyl)diamines] (H4obbz) and malonic acid: (2,2'-[1,3-dioksopropan-1,3diyl)diamines] diacetic 
acid) (H4mda) and 3,3'-[(1,3-dioksopropan-1,3-diyl)diamines] dipropionic acid (H4mdp), the 
ligands were prepared and used for synthesis and biology tests of the corresponding 
palladium(II) complexes. 
The first phase of this thesis, involved the application of potentiometric methods in order 
to investigate the stability of aqueous solutions of ligands, a mixture of palladium(II) ions and 
the corresponding ligands in different relations of concentration, and Pd-L-A system in order 
to investigate the effect of binary complexes [PdL] to nucleosides entering in DNA. The 
fluorescent and absorption spectroscopy were used to see interactions of the synthesized 
compounds and HSA and DNA molecules. The results showed that there is a good binding of 
our system with biologically significant molecules, which led us to the next phase, involving 
the in vitro experiments. 
The in vitro biological activity of these compounds was examined by the MTT 
cytotoxicity assay and methods for detecting apoptosis. Experimental results correspond with 
theoretical and indicate that the biological activity of the palladium(II) compounds is highly 
dependent on the structure of the nitrogen-oxygen donor ligands. HeLa cell line has been shown 
the highest sensitivity, especially in the case of K2[Pd(mdp)] · H2O and H4obbz compounds. 
Recent studies have shown that some palladium(II) complexes with chelating O-donor 
ligands may be expected to induce an ER stress and core independent apoptosis signaling. 
Accordingly, it was investigated (theoretically and experimentally) a potential mechanism of 
drug action which involves the interaction of proteins HSP (heat shock protein) and the 
chaperone (Grp78 from the endoplasmic reticulum (ER) and HSC70 from the cytosol ) and 
[Pd(L)]n- units. Between chosen macromolecules, where our compounds were computationally 
  Summary 
simulated, the group of chaperon proteins (Grp78 from ER and Hsc70 from cytosol) have 
evinced as better hosts than oligonucleotides (DNA). Also, Western Blot analysis found that 
the expression of Bcl-2 protein and the cleavage of PARP are in accordance with our 
assumptions. 
Analysis of cell cycle was performed by method of electrophoretic analysis of the 
Western blot and flow cytometry. The results showed that the antitumor activity of 
palladium(II) complexes with different types of ligands on the HeLa human cells induce 
apoptosis in caspase-dependent manner. Also, it was examined a potential mechanism of action 
of K2[Pd(mdp)] · H2O and H4obbz compounds to malignant HeLa cell line. The results showed 
that the tested compounds induce apoptosis in a large percentage of the examined cells. In 
addition, the progression of the cell cycle of HeLa cells treated with these compounds, show 
the stopping of DNA synthesis and an increase of the cell population in the G0/G1 phase as a 
possible mechanism by which trigger apoptosis. 
Finally, classical and QM/MM molecular dynamics were used for studied 
conformational change, free energy of binding ligands and their receptor-covalent interactions, 
and proposed mechanism of action of the tested system. There was a noticeable correlation 
between the IC50 (toxicity) and ΔG (free binding energies) values of the synthesized 
compounds. 
The results, especially when it comes to K2[Pd(mdp)] · H2O and K2[Pd(mda)] · H2O 
complexes, indicate the next phase of pharmacological properties of our drugs. 
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1. ОПШТИ ДЕО 
1.1 Примена метала у медицини и лечењу обољења тумора 
Неколико хиљада година пре нове ере примећена су лековита својства метала. 
Извештаји о употреби неорганских једињења у лечењу разних болести појавили су се 
још пре 3500 година када је суспензија рђе (оксид гвожђа) коришћена као лек за 
импотенцију, а једињења гвожђа за лечење анемије. 2500 година пре нове ере забележена 
су и прва лековита својства злата. Једињења на бази сребра коришћена су за лечење 
инфекција, а једињења арсена за лечење сифилиса. 
Примена метала у медицини дуго је била под знаком питања због велике 
токсичности. Велики број био-есенцијалних метала присутних у траговима неопходних 
за здравље сисара и њихова одступања од нормалних концентрација узрок су разних 
болести. Ово нас упућује на то да је неопходно успоставити баланс између терапијске 
користи са једне, и штетних пратећих ефеката са друге стране.  
Медицина данас подразумева примену бројних лекова на бази метала за лечење 
болести различите природе. Тако се, на пример, једињења на бази волфрама користе код 
пацијената оболелих од сиде [1], једињења хелата користе се у третману Вилсонове 
болести (тровање бакром) [2], једињења цинка(II) у лечењу херпеса [3], дијететски 
суплементи на бази калцијума, мангана и селена за поновно успостављање равнотеже у 
организму, једињења бизмута(III) код гастроинтестиналних поремећаја, за лечење 
дијабетеса користе се једињења ванадијума, а једињења злата у лечењу реуматоидног 
артритиса [4]. Једињења на бази метала веома су битна и у дијагностици где се користе 
као контраст-реагенси. Тако се комплекси на бази Gd(III), Fe(III) и Mn(II) користе у 
магнетној резонантној спектроскопији [5], а једињења која садрже радиоизотопе 99mTc, 
111In, 57Co, 67Ga, 97Ru и 103Ru детектују се γ-сцинтилационим камерама [6]. 
Помак у примени једињења метала у терапији догодио се открићем антитуморне 
активности цисплатине 1869. године од стране Барнета Розенберга (Barnett Rosenberg). 
Розенберг је испитујући ефекте деловања електричног поља на процес раста бактерија 
Escherichia coli сасвим случајно дошао до револуционарног открића биолошке 
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активности формираног једињења платине. Ово једињење зауставља деобу ћелије 
блокирајући репликацију DNK, а добијено је у реакцији између платинске електроде и 
амонијум хлорида из пуфера. Cis-диаминдихлоридоплатина(II) (Слика 1) позната је од 
1845. године [7,8], с тим да пре 1970. године није било обајшњено њено антитуморно 
дејство [8,9,10]. Више од три деценије након усвајања као хемотерапеутског средства, 
цисплатина је и даље један од најпродаванијих антитуморних лекова. Користи се у 
лечењу тумора тестиса, јајника, главе и врата, бешике, грлића материце и рака лимфома 
[11]. Међутим, примена цисплатине ограничена је бројним недостацима и споредним 
ефектима које изазива: ефикасна је за ограничен број тумора, неки тумори испољавају 
стечену или унутрашњу отпорност, доводи до мучнине, нарушавање структуре коштане 




Слика 1. Структуре комплекса платине са применом у клиничкој пракси 
 
Ово је навело научнике широм света да раде на проналажењу лека веће 
ефикасности и мање токсичности. Синтетисано је на хиљаде комплекса платине који су 
били тестирани на ћелијским линијама тумора и оцењени као антитуморни агенси, али 
је само пар дошло у фазу клиничког испитивања. Поред цисплатине одобрени за 
клиничку примену су и њени директни аналози: карбоплатина (carboplatin){диамин[1,1-
циклобутандикарбоксилато(2)]-О,О'-платина(II)}, оксалилплатина (oxaliplatin) {cis-
диминциклохексаноксалатоплатина(II)} [13] и недаплатина (nedaplatin) [cis-
димин(гликолато-О,О')платина(II)] (у Јапану) [14] (Слика 1). 
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Упоредо се радило на новим приступима развоја антитуморних агенаса. Ово се 
пре свега односи на синтезу комплексних једињења који садрже јоне других прелазних 
метала као што су рутенијум, паладијум, родијум, злато и други. 
Охрабрујући резултати добијени су испитивањем Ru(III) комплекса, и то trans-
[RuCl4(DMSO)(Im)]ImH (NAMI-A, где је Im = имидазол) [15] и trans-[RuCl4(Ind)2]IndH 
(KP1019, где је Ind = индазол) [16] који се налазе у фази клиничког испитивања. 
 С обзиром на електронску конфигурацију Rh(I), Rh(II) и Rh(III) јона (d8, d7 и d6) и 
да су изоелектронски са Pt(II), Pt(III) и Pt(IV) јонима очекивало се да и комплекси 
родијума испоље антитуморну активност. Темељно су испитивани бинуклеарни 
комплекси родијума(II), чија су физичко-хемијска својства и реактивност такви да 
припадају групи најперспективнијих антитуморних комплекса [17]. Такође, обећавајућа 
антитуморна својства карактеришу амидне комплексе родијума [18,19]. Многи од 
тестираних Rh(III) комплекса показују не само антитуморну већ и антимикробну 
активност [20,21]. 
Неки тетраедарски Au(I) фосфински комплекси показали су широк спектар 
антитуморне активности in vivo, посебно на цисплатина резистентним ћелијским 
линијама [22]. Убрзо након примене цисплатине у клиничкој пракси, Au(III) комплекси 
који су изоелектронског и изоструктурног карактера са комплексима Pt(II), па самим тим 
и њени аналози, испитивани су у смислу потенцијалне биолошке активности. 
Ограничавајући фактор Au(III) комплекса представља њихова нестабилност и чињеница 
да лако подлежу редукцији под физиолошким условима [23]. Међутим, последњих 
година синтетисано је неколико Au(III) једињења која укључују лиганде који  
стабилизују Au(III) центар [24,25]. 
Откриће антитуморне активности цисплатине и њена широка примена у 
клиничкој пракси упркос бројним недостацима, довело је до развоја медицинске 
неорганске хемије. Ово је област која данас завређује највећу пажњу с обзиром на висок 
проценат популације оболелих од разних врста тумора [26]. Основни принципи на којима 
се заснивају истраживања су: 
 (а) комплексирање јонима метала у циљу заштите лека од ензимске деградације 
(што инертност одређене метал-лиганд везе омогућава),  
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(б) синтеза комплекса метала бољих хидрофобних/хидрофилних својстава у 
односу на слободни лиганд. Ово пре свега може унапредити процесе транспорта у 
ткивима, 
 (в) Синтеза пролекова, тј. комплекса метала који могу ослободити активни лек у 
специфичним органима, а истовремено њихова активност може бити појачана 
комбинацијом ефеката лиганада и остатака из метала.  
Истраживачке групе широм света већ деценијама раде на дизајну и синтези 
потенцијалних метал-базираних лекова [27]. 
 
1.2 Комплекси паладијума(II) као потенцијални антитуморни агенси 
Откриће паладијума веже се за 1803. годину и енглеског хемичара Вилиама Х. 
Воластона (William H. Wollaston), који је остао анониман све док није успео да схвати и 
објасни све особине новооткривеног метала [28]. 1805. године Воластон је говорио 
испред Краљевског друштва у Лондону о својствима новог метала и како може бити 
изолован из платине. Паладијум је добио име према у то време откривеном астероиду, 
Палас (Pallas).  
Паладијум, чији је атомски број 46, је смеша шест стабилних изотопа присутних 
у следећим процентима: 102Pd (1,0%), 104Pd (11,1 %), 105Pd (22,3%), 106Pd (27,3%), 108Pd 
(26,5%) и 110Pd (11,7%). Члан је платинске групе и припада другој серији прелазних 
метала. Има велику примену у катализаторима за аутомобиле. Користи се као 
катализатор за реакцијe хидрогенације/дехидрогенизације, кao и за краковање нафте. 
Метал се користи и за израду накита, на пример белог злата (легура злата обезбојена 
додавањем паладијума), израду сатова, хируршких инструмената, у стоматологији и за 
израду електричних контаката. Примењује се за пречишћавање водоника јер гас лако 
дифундује преко загрејаног паладијума. 
Открићем антитуморних својстава цисплатине и њеном применом у клиничкој 
пракси [8] порасло је интересовање према истраживању потенцијално активних 
комплекса других метала и лиганада. Посвећена је посебна пажња комплексима 
платинске групе метала, па је у том смислу паладијум(II) посебно интересантан као 
конституент алтернативних лекова. Ово је сасвим очекивано с обзиром на геометријску 
сличност као и процесе формирања комплекса паладијума(II) и платине(II). На сличност 
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ова два метала у погледу хемијских својстава указује и њихов положај у периодном 
систему елемената. Њихова најстабилнија оксидациона стања су + 2 и + 4. Оксидационо 
стање (+ 2) карактерише d8 електронска конфигурација одговорна за формирање 
дијамагнетичних квадратно планарних комплекса dsp2 хибридизације. То је истовремено 
и уобичајено оксидационо стање у једињењима. Ретко су комплекси пентакоординовани, 
тригонално бипирамидалне геометрије. Оба метала су окарактерисана као меке Луисове 
(Lewis) киселине, па самим тим очекивано формирају јаче везе са азот или сумпор 
донорским лигандима (меке Луисове базе), него са кисеоником као донором (тврда 
Луисова база). Примена комплекса паладијума(II) у медицини ограничена је у поређењу 
са осталим металима. Ово је приписано великој термодинамичкој и кинетичкој 
лабилности. Степен лабилности у измени лиганада на паладијум центру је знатно виши 
(105 пута) у односу на платину, па отуда и њихова брза хидролиза и процеси који лако 
доводе до дисоцијације и формирања веома реактивних врста које не могу да достигну 
своје фармаколошке циљеве [29], што је основни узрок њихове  ниже антитуморне 
активности. Тако награђене реактивне врсте могу да реагују са многим другим 
биомолекулима присутним у организму, изражавајући високу токсичност. Управо из тих 
разлога, први комплекси паладијума, cis-Pd(NH3)2Cl2 и cis-Pd(DACH)2Cl2 имали су ниску 
антитуморну активност у поређењу са одговарајућим комплексима платине [30]. 
Значајну примену има радиоактивни изотоп паладијума (103Pd) у третману брзо растућег 
тумора простате високог степена [30,31]. Може се закључити да развој потенцијалних 
антитуморних лекова на бази паладијума подразумева стабилизацију металног центра. 
Ово се може постићи снажном координацијом лиганада и адекватним избором одлазеће 
групе, то јест групе која није изразито лабилна како би лек могао да одржи свој 
структурни интегритет in vivo довољно дуго.   
Примена гломазних монодентатних лиганада на бази N-донора (меке базе), 
утицала је захваљујући стерним ефектима на уређење геометрије око паладијум(II) јона 
у смислу настајања trans-комплекса. Trans-изомери паладијум(II) комплекса су показали 
бољу цитотоксичност у односу на cis-изомере. Наиме, код једног од првих trans-
комплекса паладијума је присуство моноетилфосфонатних и диетилфосфонатних 
остатака довело до настајања комплекса боље растворљивости, самим тим и веће 
антитуморне активности (Слика 2) [32].  
 





Слика 2. Један од првих примера trans-паладијум(II) комплекса 
 
Значајни су такође комплекси паладијума(II) на бази пиридина, анилина, амина, 
α-диимина, лиганада природних производа [32], кao и 1,10-фенантролина [33] због 
цитотоксичности која је упоредива са цисплатином и њеним аналозима. Претпоставља 
се да у одређеним случајевима до побољшања цитотоксичне активности долази услед 
присуства N-Н везаног водоника погодног за грађење водоничних веза. Ово омогућава 
ефективније везивање металних јона са фрагментима нуклеинских киселина који садрже 




СссССлика 3. Структура паладијум(II) комплекса са дериватима 1,10-фенантролина 
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Неки комплекси паладијума(II) са 1,10-фенантролином као лигандом, 
(мононуклеарни и динуклеарни) показују значајну цитотоксичну активност [34]. 
Активност мононуклеарних комплекса умногоме зависи од структуре (Слика 3), то јест 
од природе алкил остатка. Повећање липофилности алкил остатка повољно утиче на 
повећање цитотоксичности комплекса. Ово је сасвим очекивано пошто липофилнији 
молекули неупоредиво лакше пролазе кроз ћелијску мембрану, па самим тим у већем 
проценту доспевају до циља. 
Градивне јединице протеина који чине чак двадесет посто људског организма 
(ћелије, мишићи и ткива) су аминокиселине. Битне су за одвијање многих важних 
телесних функција. Њихова структура је таква да у воденом раствору веома тешко 
подлежу дисоцијацији, што је један од кључних разлога за њихову успешну примену у 
координовању јона прелазних метала. Лиганди овог типа показали су веома битан 
стабилизациони ефекат на иначе лабилан паладијум(II) јон [33]. 
Дас (Das) и Ливингстон (Livingstone) [35] сугерисали су синтезу S,N-хелатних 
комплекса паладијума(II), као потенцијалних антитуморних агенаса. Објашњење су 
базирали првенствено на томе да S,N хелати не подлежу хидролизи лако. Коришћење 
лиганада који поседују такве особине је довелo до побољшања антитуморне активности 
комплекса. Такође, слични ефекти су запажени код лиганада чија липофилност 
дозвољава лакши пролаз комплекса кроз ћелијску мембрану. 
Тренутно је у фази испитивања потенцијална улога лиганада на бази сумпора као 
хемопротектаната при хемотерапији платинским лековима. Посебно су тиокарбонил, 
тиол и дитиокарбамати показали способност да ублаже нефротоксичне ефекте 
цисплатине [36]. Дитиокарбамати утичу на повећање стабилности различитих 
оксидационих стања јона прелазних метала [37]. Смањење цитотоксичних ефеката 
лекова на бази платине се заснива на селективном уклањању платине из ензим-тиол 
комплекса, а заснива се на нуклеофилном нападу атома сумпора на платински остатак. 
Они имају потенцијал да заштите здрава ткива без утицаја на цитотоксичну активност 
основних лекова [38]. 
Цитотоксичност упоредива са цитотоксичношћу цисплатине добијена је код 
неких комплекса паладијума са Шифовим базама (Шема 1-1,2) и дитиокарбаматима 
третираним аминоалкохолима као лигандима (Шема 1-3,4) [39].  
 







Шема 1. Шифове базе 1, 2; Аминоалкохоли 3,4 
 
Обећавајућу антитуморну активност показали су комплекси паладијума(II) са 
тиосемикарбазонима као лигандима (Слика 4). Њихова антитуморна активност умногоме 
зависи од типа ћелија тумора, што чини целу класу једињења врло занимљивом јер 
указује на селективност. Истовремено, тешко је извући из литературе опште закључке за 
целу класу једињења јер њихова активност свакако има више од једне потенцијалне мете 
у ћелији. Јон метала утиче на повећање активности или доприноси ублажавању 




Слика 4. Општа формула тиосемикарбазона 
 
Комплекси паладијума са лигандима овог типа на разним ћелијским линијама, показали 
су антитуморну активност сличну или чак већу од цисплатине и аналога [39]. 
Напредак у развоју нових комплекса паладијума(II) које карактерише значајна 
цитотоксична активност са смањеним нежељеним ефектима постигнута је коришћењем 
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аминских лиганада. 1980-их, Гил (Gill) и Патраја (Puthraya) са сарадницима [29,41] 
синтетисали су неколико паладијум(II) комплекса са амино лигандима, који су показали 
активност упоредиву или већу од цисплатине. Резултати указују на добру растворљивост 
комплекса у води и слабији ефекат нефротоксичности. Ови комплекси би могли имати 
потенцијалну примену у терапији гастроинтестиналних тумора. Паладијум(II) 
комплекси са неутралним лигандима као што су амини, пиримидин, пиридин и арил 
групе показали су антипролиферативну и/или антитуморну активност [42]. 
Веома је битно поменути и комплексе паладијума(II) са цитотоксичним лековима, 
Стрептонигрином (Streptonigrin, SN) и Адриамицином (Adriamycin, Adr) као типичним 
представницима ових лекова. Примена Стрептонигрина (SN, Слика 5) у својству 
антитуморног агенса је ограничена и поред изражених цитотоксичних својстава. 
Ограничење је приписано великој токсичности. Стрептонигрин редукован in situ од 
стране NADH индукује једноланчано цепање у кружној DNK. Ово цепање укључује 
кисеоник и комплексе јона метала који су хелатирани антитуморним лековима. 
Праћењем реакције оксидације NADH кисеоником, а катализоване Pd(II)-SN 
комплексом, закључено је да је у одсуству кисеоника Pd(II)-SN комплекс у стању да 
катализује оксидацију NADH, док слободан Стрептонигрин није у стању да то уради у 
одсуству NADH дехидрогеназе [33].  
Антрациклични антибиотици, Адриамицин (Adriamycin (Adr)) и Даунорубицин 
(daunorubicin (Dr)) (Слика 5), имају велику примену у третману различитих тумора.  
Адриамицин је антитуморни агенс разноврсног клиничког дејства. Његову примену 
ограничава акутна и хронична токсичност. Кардиотоксичност као резултат хроничне 
токсичности ограничава трајање терапије, а самим тим и трајање ремисија у неким 
ситуацијама. Заправо, Adr у присуству NADH дехидрогеназе на дозно зависан начин 
повећава формирање супероксида који прати кинетику засићења, тј. показује око 50% од 
ефекта изазваног слободним леком. Комплекс (Adr:Pd(II) = 2:2) за разлику од слободног 
лека не катализује проток електрона од NADH до молекулског кисеоника преко NADH 
дехидрогеназе. Ово указује на побољшање терапеутског индекса лека кроз 
комплексирање са паладијум(II) јоном [33]. 
 
 





Слика 5. Структуре антитуморних лекова 
 
Значајна група једињења у смислу потенцијалних антитуморних агенаса су 
паладоциклични комплекси. Координацијом атома метала са различитим 
мултидентатним лигандима добијају се мононуклеарни комплекси циклопаладата. У 
зависности од присутног јона метала мултидентатни лиганди имају способност 
прилагођавања својих стерних и електронских својстава. Очекивано, и у овом случају су 
од посебне важности N донорски лиганди, пре свега N,N'-бидентатно координовани. 
Истакнуту важност имају комплекси паладијума са 2,2'-бипиридином и 1,10-
фенантролином као основним лигандима (Слика 6), али и њиховим модификацијама које 
су постигнуте увођењем различитих супституенaта. Ово су и првосинтетисани 
комплекси са поменутим лигандима. Резултати указују да цитотоксична активност 
варира у зависности од присутних супституената [32]. 
Синтетисани су и бројни комплекси са сумпор донорским лигандима. Запажену 
антипролиферативну активност показали су са лигандима на бази дитиокарбамата. У 
случају ових комплекса остварује се S,S-координација захваљујући способности 
лиганада да награде изразито стабилне везе са прелазним  металима. Испитивана 
цитотоксичност синтетисаних мононуклеарних, динуклеарних, тетрануклеарних, као и 
хетеробинуклеарних циклопаладата указује на то да су тетра- и ди-нуклеарни комплекси 
знатно цитотоксичнији у односу на мононуклеарне. 






Слика 6. Структуре првих примера паладоцикличних комплекса са 
бипиридином и фенантролином 
 
Хетеробиметални паладоциклични комплекси су показали бољу цитотоксичну 
активност у поређењу са хомобиметалним комплексима. Ово се пре свега односи на  
платина-паладијум системе, а објашњава се потенцијално већом способношћу 
генерисања моћнијих линија одбране за разноврсне ћелијске линије тумора [32]. 
Сви досадашњи резултати говоре у прилог потенцијалне примене комплекса 
паладијума(II) у лечењу обољења тумора. У том смислу, унапређење као основни и 
највећи задатак поставља дизајнирање самих система. Пре свега, будући комплекси 
паладијума(II) требало би да буду одличне растворљивости, стабилности, изражене 
липофилности у биолошким системима, као и да изазивају минималне споредне ефекте. 
Посебно је битно водити рачуна о избору лиганада као кључних елемената који могу 
довести до постизања наведеног. Неопходно је посветити се и темељном испитивању и 
утврђивању механизама њиховог дејства. 
 
1.3 Интеракција комплекса прелазних метала са дезоксирибонуклеинским киселинама 
DNK 
Значајан биополимер у организму човека је молекул DNK. При физиолошким 
условима (релативно висока хидратација и ниска јонска сила) формира различите 
конформације као последица интеракција унутар молекула (Слика 7). Најзаступљенији 
конформер је десни хеликс DNK, познат као В-DNK (Слика 7, Б). Ово је истовремено и 
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прва описана структура DNK од стране Вотсона (Watson) и Крика (Crick) 1953 [43]. У 
окружењу релативно ниске хидратације DNK усваја конформацију А која је доста шира 
и компактнија (Слика 7, А), док се у растворима високе јонске јачине (≥ 2,5 М NaCl) 




Слика 7. Конформације DNK: А-DNK (А); Десни хеликс (Б); Леви хеликс (В) 
 
Улога DNK је чување и преношење кодираних генетских података, што подразумева 
репликацију, транскрипцију или обраду као RNK и превођење у протеине. Ови процеси 
су иницирани, регулисани и раскинути молекулима који се на карактеристичне начине 
везују за одређена места у нуклеинским киселинама, попут атома кисеоника из 
фосфатних група или атома кисеоника и азота из пуринских и пиримидинских база. У 
складу са тим, синтетички молекули који реагују са нуклеинским киселинама имају 
потенцијалну примену као биофизички и терапеутски агенси [46]. 
Темељним испитивањем механизма дејства цисплатине, као најзаступљенијег 
лека у терапији малигних обољења, утврђено је да долази до нереверзибилног или 
реверзибилног везивања за молекул DNK. Реверзибилно везивање подразумева 
формирање ковалентних веза између јона платине и атома азота из пуринских и 
пиримидинских база, пре свега N7-атома азота из гуанина,  N7 и N1-атома из аденина и 
N3-атома из цитозина и тимина [47,48]. На бази NMR спектроскопије и рендгенских 
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кристалних структура, утврђено је да долази до формирања интраланчаних веза између 
металног центра и:  
 
I. Суседних молекула аденина и гуанина 
II. Два суседна гуанина међусобно раздвојена базом  
III. Два суседна гуанина 
 
Као и интерланчане везе између:  
 




Слика 8. Интра- и интер-ланчане везе цисплатине у молекулу DNK 
 
Цисплатина-DNK адукти настали формирањем интраланчаних веза са два гуанина 
(Слика 8, III–до 65%) и са аденином и гуанином (Слика 8, I-до 25%) су најзаступљенији.  
Код реверзибилног везивања долази до нековалентних интеракција, и то: 
 
 Интеркалације између базних парова 
 Везивања унутар самог ланца DNK или 
 Екстерног електростатичког везивања [50,51] 




Цисплатина пролази кроз ћелијску мембрану (механизмом који није до краја 
утврђен), унутар ћелије подлеже хидролизи, то јест долази до супституције хлоридног 
јона због ниске концентрације интрацелуларног хлорида (~ 4 mМ), па се формира cis-
[Pt(NH3)2Cl(H2O)]
+ (Слика 9). Хидролизоване врсте директно интерагују са DNK који је 
препознат као примарна биолошка мета [52-54,55,56-64,12], а добијени адукти сматрају 





Слика 9. Механизам дејства цисплатине 
 
Механизам подразумева четири фазе:  
 
I. Унос цисплатине у ћелију 
II. Активација 
III. DNK везивање 
IV. Одговор ћелије 
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Прва фаза подразумева достављање биолошки ефективније концентрације 
једињења до оболелог ткива, то јест тумора, са циљем унапређења антитуморне терапије 
једињења на бази платине. Утврђена су два могућа механизма: пасивна дифузија и 
укључивање мембранских транспортера у виду коњугованих молекула који циљају 
мембранске рецепторе прекомерно присутне у ћелијама тумора [65].  
Висока концентрација јона хлорида у крви и екстрацелуларној течности (> 100 
mM) спречава превремено активирање или нежељене реакције директне супституције 
лиганада. Релативно ниска концентрација хлоридних јона у цитосолу унутар ћелија 
фаворизује формирање активираних аква врста које реагују даље са интраћелијским 
нуклеофилима попут DNK база, формирајући при том бифункционалне интраланчане 
платина-DNK адукте [63,64]. Настали платина-DNK адукти ремете ћелијске процесе 
транскрипције и репликације узрокујући дисторзију DNK. Ово доводи до низа процеса 
који укључују препознавање и везивање ових адуката од стране протеина са HMG 
(високо мобилне групе) доменом, и активирање апоптозе [66]. Цисплатина унутар ћелије 
подлеже и реакцијама са биомолекулима који садрже сумпор што може произвести два 
различита ефекта. Уколико цисплатина реагује са сумпором присутним у виду тиолне 
групе долази до избацивања из ћелије [67]. Међутим, уколико се веже за молекул у чији 
састав улази тиоетарска група, могућа су два пута: уколико је награђена веза слаба, 
долази до везивања за DNK, а ако то није случај бива избачен из ћелије [68,69]. 
Предност већине комплекса метала је да могу да се понашају као пролекови то 
јест као деривати лека који могу да пролазе кроз процесе трансформације in vivo 
ослобађајући при том активне врсте, са побољшаним физичко-хемијским, 
биофармацеутским и фармакокинетичким особинама. Терапеутици на бази метала, 
активацију пролека могу реализовати фотохемијским процесом [70], оксидацијом или 
редукцијом метала или лиганда, или супституцијом лиганда. У случају Pt(IV) комплексa, 
у основи инертнијих једињења, мања је вероватноћа деактивације in vivo пре проласка 
кроз мембрану ћелије тумора, па је логично што се понашају као пролекови. Значи да 
практично први корак њихове активације укључује редукцију in vivo са пратећим 
губитком аксијалних лиганада, генеришући тако платина(II) центар који се везује за 
DNK. Особине, као што су липофилност, редукциони потенцијал, стабилност и 
биолошко циљање без промене активности смањеног, биолошки активног комплекса 
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генерисаног у ћелијама тумора могу се модификовати увођењем одговарајућих 
аксијалних лиганада [62]. 
Антитуморна активност се заснива на класичним ковалентним и нековалентним 
интеракцијама, то јест интеркалацији и грађењу водоничних веза. Интеркалација је 
својствена молекулима способним да се уметну између парова азотних база у молекулу 
DNK, пре свега планарним ароматичним системима. Грађење водоничних веза [71] 
између комплекса и DNK остварује се преко атома кисеоника из фосфатних група и 
атома азота из база. 
Код неких система долази и до ковалентних и нековалентних интеракција. У том 
смислу, битан је избор лиганада како би интеракције биле симултане. Неки од полу-
сендвич-аренских рутенијум(II) комплекса показали су обећавајуће in vitro и in vivo 
антитуморно дејство [72]. Ова монофункционална једињења се координују за N7 атом 
гуанина DNK ланца, што је употпуњено интеркалацијом арена, као и грађењем 
водоничних веза између хелатних лиганада и C6O гуанина [73]. На овај начин долази до 
јединственог везивања за дуплекс DNK и структурне дисторзије које су изразито 
различите од запажених код цисплатине [74]. 
На основу истраживања ковалентних интеракција цисплатине и DNK, испитиване 
су и интеракције неких соли паладијума(II) са DNK мономерима и олигомерима. Неке 
паладијум(II) соли интерагују са олигонуклеотидом [d(CGCGAATTCGCG)]2 показујући 
да долази до селективног везивања са Т8 имино, као и G4, и N7 атомима. Остварене 
интеракције између додекамера моно и бифункционалних паладијум(II) врста показују 
одређени степен селективности. Монофункционални комплекси селективно се вежу за 
G2 и G10 базе. Бифункционалне врсте показују селективно везивање за N7 у односу на 
G4, док Pd(aq)2+ врсте више утичу на G2 и на G4. 
Катсару (E. Katsarou) и Хадјилиадис (N. Hadjiliadis) са сарадницима испитивали 
су тернарне системе паладијума(II) са нуклеобазама-нуклеозидима и пептидима као 
најједноставнијим моделима DNK-Pt-протеин веза. Паладијум(II) комплекси trans-
структуре, то јест trans-Cl2Pd(glyglyOH)2 и trans-Pd(glynvalOH)2, показују селективност 
са додекануклеотидом [d(CGCGAATTCGCG)]2, нападајући прво G4, а затим G2 базе 
додекамера, као и у случају Pd(aq)2+ врсте. То указује на интраланчано везивање 
GNG(G2G3G4)(N7-N7) паладијума(II) са додекамер дуплексом. 
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Потврђено је да интрамолекулске N—H···O (фосфат) водоничне везе играју 
важну улогу у стабилизацији N7-координованих (амин) М(II) комплекса (М = Pd, Pt) за 
5’-GMP3- и 5’-IMP3- у раствору. 
Испитиване су и интеракције комплекса паладијума(II) са DNK нуклеобазама 
[Pd(phen)Cl2] и [Pd(bipy)Cl2] комплекса. У оба случаја добијени су бинуклеарни 
комплекси код којих су  паладијум(II) јони хелатирани једним phen или bipy лигандом, 
док су два паладијум(II) катјона  повезана са два лиганда аденина, а N3 и N9 атоми 
аденина координовани за паладијум(II), што је потврђено 1H NMR спектроскопијом [34]. 
Како многи комплекси паладијума(II) показују високу активност на ћелијским 
линијама резистентним према цисплатини, претпоставља се да могу имати биохемијски 
механизам дејства другачији од цисплатине. Заиста, према досадашњим истраживањима 
комплекси паладијума(II) интерагују са полинуклеотидима углавном нековалентним 
везивањем, тачније интеркалирају се у молекул DNK.  Тако, у случају мононуклеарног 
комплекса паладијума(II) са пиридил-диоксим лигандом, на основу UV-Vis апсорпционе 
спектрофотометрије интеракција како слободног лиганда тако и комплекса са DNK 
изолованом из тимуса телета (CT DNA) је показала да се једињења вежу за DNK, а 
циклични волтамограм раствора комплекса у присуству DNK као и мерења вискозитета 
су показала да се интеракција углавном одвија кроз интеркалацију [75]. 
Паладијум(II) комплекси са 1,10-фенантролином и бутилдитиокарбаматом 
показали су in vitro цитотоксична својства вишеструко боља у односу на цисплатину. 
Експериментални резултати указују да долази до интеркалације комплекса, као и јонских 
интеракција [76]. 
У случају паладоцикличних комплекса, доказивање цитотоксичне активности 
остварене путем интеркалације је стриктно везано за присуство планарног и високо 
стабилног ароматичног металоцикла [77,78]. 
 
1.4 Интеракције са протеинима 
Интеракције комплекса прелазних метала и различитих протеина/ензима имају 
суштински значај у индукцији биолошких ефеката [79]. Њихова улога је битна у смислу 
оријентације активности потенцијалног лека, код одређивања укупног фармаколошког и 
токсиколошког профила комплекса метала, али и идентификације циљаног протеина за 
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различите групе једињења на бази метала. У циљу одређивања молекуларног механизма 
активности метала и пружања увида у потенцијалне нуспојаве које се могу догодити, 
битно је и утврђивање природе њихове интеракције са биомолекулима на молекуларном 
нивоу. Информације о хемијској специјацији и месту везивања метала, од суштинског су 
значаја за увид у метал-биолиганд интеракције. Утврђивање биодистрибуције (у 
простору и времену) одређеног једињења метала, као и анализа различитих путева који 
доприносе уносу и протоку метала је критичан аспект у овој области истраживања [80].  
Основна реакција комплекса, у чији састав улазе "меке" Луисове (Lewis) 
киселине, са пептидима и протеинима заснива се на везивању S и N -донорских група 
присутних у овим молекулима захваљујући амино киселинама на бази тиола, имидазола 
и гуанидина као основних изграђивачких јединица поменутих класа једињења. Битна је 
улога транспортних протеина крвне плазме, мембранских транспортних протеина, 
пептида попут глутатиона и металотионеина, као и бројних ензима. 
Албумин хуманог серума (HSA) је најзаступљенији транспортни протеин крвне 
плазме (Слика 10). На основу рендгенске кристалне структуре утврђено је да се 
једноланчани (66 kDa) протеин, састоји се од три домена који формирају молекул у 
облику срца [81,82]. У оквиру сваког домена налазе се два поддомена који су претежно 
спирални и широко умрежени са неколико дисулфидних мостова. Аминокиселинска 
секвенца садржи укупно 17 дисулфидних мостова, један слободан тиол (Cys 34) и један 
триптофан (Trp-214) [83,84]. Присуство албумина омогућава транспорт различитих 
супстрата, укључујући катјоне метала, хормоне и већину терапеутских лекова. Доказано 
је да дистрибуција, слободна концентрација и метаболизам разних лекова могу бити 
значајно измењени као резултат њиховог везивања за албумин [85]. Главна места 
везивања супстрата у молекулу албумина су хидрофобне шупљине смештене у поддомен 
IIА и IIIА и имају слична хемијска својства [86]. Методе флуоресценције се успешно 
примењују за испитивање интеракција малих молекула са албумином [87]. Триптофан 
(Trp-214) у хидрофобној шупљини поддомена IIA одговоран је за унутрашњу 
флуоросценцију албумина [88]. Када HSA интерагује са другим молекулом 
 





Слика 10. Хумани серум албумина (HSA) 
 
 [89], долази до конформационих промена, асоцијације, или везивања супстрата за HSA 
што доводи до промена интензитета флуоресценције [90]. 
Металопротеини, тј. металотионеини (МТ) могу везати јоне тешких метала 
присутних у организму. Они су присутни у веома високом проценту у живим 
организмима, укључујући и биљке. MT сисара су састављени од 61 или 62 амино 
киселине, а од тога у састав чак 20 АК улазе остаци цистеина [91]. Захваљујући 
присуству сулфхидрилних група изражен је високок афинитет за катјоне тешких метала 
што метал-везивне цитосолне MT, чини примењивим у процесима детоксикације тешких 
метала и минерализацији метаболизма in vivo [92-97]. Истраживања су показала да су МТ 
важна везивна места за платину, па индуковање МТ форми може имати заштитни 
механизам против нефротоксичности изазване комплексима платине, док је резистенција 
на цисплатину приписана присуству МТ у ћелијама тумора [92,98-101]. Синтеза 
комплекса паладијума(II) који би показали сличну активност проистекла је из аналогије 
између платина(II) и паладијум(II) јона [102-104]. Паладијум(II) јони могу снажно да 
вежу већ постојеће МТ молекуле in vivo, поготово у бубрезима. Паладијум(II) унапређује 
неоксидативну олигомеризацију MT in vitro, а паладијум(II) се првенствено акумулира у 
олигомерним производима [105]. 
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Незанемарљиву антитуморну активност показали су комплекси галијума, KP46 и 
галијум tris-малтолат [106]. Механизам дејства је приписан инхибицији ензима 
рибонуклеотид редуктазе (RR) који катализује конверзију рибонуклеотида у 
дезоксирибонуклеотиде. Дешава се у току транзиције из G1 у S фазу ћелијског циклуса 
као предуслов за DNK репликацију, а високо је изражен у ћелијама тумора. 
Мегерс (Meggers) и сарадници синтетисали су кинетички инертне органометалне 
комплексе рутенијума [107]. Синтетисани комплекси представљају потенцијалне 
инхибиторе различитих киназа. Рутенијум стауроспорин је недавно испитиван као 
инхибитор гликоген синтетазе-киназе, као главни регулатор локализације и експресије 
p53. У иначе хеморезистентним ћелијама меланома комплекс рутенијума потенцијално 
активира p53 и индукује апоптозу [108]. 
Хексакарбонил дикобалт комплекси показују обећавајућу активност на неколико 
хуманих ћелијских линија тумора [109]. Оно што комплексе овог типа чини посебно 
интересантним је инхибиција циклооксигеназе која одлаже раст тумора и побољшава 
реакцију организама на конвенционалне терапије. 
Недавно су идентификоване цистеин катепсин протеазе као важна класа ензима 
за препознавање тумора. Катепсин B и L су укључени у више фаза развоја тумора. 
Инхибицију катепсина B индукују линеарни злато(I) комплекси са тиолатним и 
фосфинским лигандима [110], динуклеарни комплекси паладијума(II) (бифосфински 
паладоциклични комплекси) [111] и неколико оксоренијум(V) комплекса [112]. 
Комплекси циклопаладата са дифенилфосфином и фероценом индукују 
лизозомну пермеабилизацију К562 хуманих ћелија леукемије што доводи до апоптозе 
[113]. Специфично дејство паладоцикличних комплекса на органеле одоговорно је за 
уочену антитуморну активност. Као последица специфичне каталитичке активности када 
долази до везивања суседних тиола присутних у митохондријалној мембрани протеина 
са формирањем дисулфидних веза, паладоциклични комплекси индукују 
митохондријалну пермеабилизацију и ослобађање цитохрома ц. 
Лекови на бази платине практично минимално делују на развијене ћелије тумора 
плућа (NSCLC) [114,115], па се интензивно ради на развоју иновативних терапеутика 
који би индуковали ћелијску смрт на начин који се разликује од до сада објашњених 
механизама интеракције са DNK [116]. Основни разлог је синтеза нових врста 
цитотоксичних лезија које могу избећи ћелијску DNK репарацију и/или иницирање 
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смрти туморних ћелија алтернативним механизмима на нивоу органела или генома. Као 
цитосолна мета и нови проапоптотски пут антиканцерогених агенаса објашњен је 
ендоплазматични ретикулум (ER) стрес [117]. У ER под дејством интрацелуларних и 
екстрацелуларних стимуланаса се акумулира велика група неувијених протеина, што 
чини ћелије неспособним за одржавање ER хомеостазе, па активирају програмирану 
ћелијску смрт. Апоптоза индукована овим путем заобилази резистенцију тумора на 
традиционалне лекове [118]. 
Комплекс паладијума(II) са bis-ацетилацетонатом [119] (Слика 11) на развијеним 
ћелијама тумора Н460 дозно-зависно увећава  експресију СНОР гена, што није случај код 
антитуморних агенаса примењених у клиничкој пракси, па на тај начин индукује 
апоптозу ћелије активирањем ER стреса. ER стрес индукована апоптоза ћелија тумора 




Слика 11. bis-ацетилацетонато паладијум(II), Pd(acac)2 
 
Упркос вишедеценијском истраживачком раду, јасно је да су интеракције 
комплекса прелазних метала са молекулом DNK недовољно испитано поље и да има 
пуно простора за напредак. Неопходно је испитати потенцијални механизам дејства 
ново-синтетисаних лекова. Испитивања на нивоу везивања протеина ће у већини 
случајева значајно утицати на обим дистрибуције и степен елиминације лекова, а самим 
тим и на концентрацију лека присутног у организму. Студије о овом аспекту могу 
пружити информације о структурним особинама које директно утичу на терапијску 
ефективност лекова и стога су занимљива област хемије и биомедицинских наука. 
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1.5 Киселине оксамидног и маламидног типа  
Оксална (етан дикиселина) и малонска (пропан дикиселина) најједноставније су 
засићене дикарбоксилне киселине (Слика 12). Улога ових киселина као и њихових 




Слика 12. Структуре оксалне и малонске киселине 
 
Коњуговане базе оксалне киселине (оксалати) су компетитивни инхибитори 
ензима лактат дехидрогеназе (LDH) [120]. LDH катализује претварање пирувата у 
млечну киселину (крајњи производ ферментације (анаеробни процес) оксидујући 
коензим NADH у NAD+ и H+). Анаеробни енергетски метаболизам који се одвија кроз 
гликолизу подразумева обнављање нивоа NAD+. Ћелије тумора преференцијално 
користе анаеробни метаболизам, инхибиција LDH инхибира формирање и раст тумора 
[121] што деривате оксалне киселине чини потенцијално интересантним у лечењу 
тумора. 
Класичан пример конкурентног инхибитора је малонска киселина. Она делује на 
сукцинат дехидрогеназу у респираторном електрон-транспортном ланцу. Диетил естар 
малонске киселине користи се у синтезама витамина B1 и B6, барбитурата и бројних 
других биолошки значајних једињења. Запажена је улога диамида ових киселина, што је 
темељно проучавано у току претходних неколико деценија.  
Дианјон карбоксамида HNCOCONH2- (Слика 13) се у својим комплексима понаша 
као бидентатни лиганд захваљујући присуству јаких електрон донорских амидних атома 
азота. Оно што умногоме ограничава његову примену је веома мала растворљивост 
карбоксамида у уобичајеним растварачима, слаба киселост и хидролитичко разлагање у 
алкалном раствору. 
 





Слика 13. Анјон диамида оксалне киселине 
 
Ове тешкоће могу се скоро потпуно превазићи превођењем у N,N'-bis супституисане  
оксамиде [122], које нерадо подлежу хидролизи и боље су растворљивости. N,N'-
супституисани карбоксамиди могу да усвоје cis или trans конформације у комплексима 
метала (Слика 14). Cis изомер незнатно је нестабилнији, за 2,25 Kcal од trans изомера 
што је утврђено применом аb initio прорачуна коришћених за испитивање стабилности 
конформера [123]. 
Симетрични cis или trans конформери, а у новије време и асиметрични [124] N,N'-
дисупституисани оксамиди се користе као мостни лиганди за изградњу изолованих и 
проширених структура [122,125]. 
Тетрадентатни лиганди карбоксамида који садрже две амидне и две амино групе 
су најшире проучавани. Лиганди отвореног ланца (диамини као реактанти) или 





Слика 14. Cis и trans конформациони изомери оксамида 
 
оксалне киселине или оксалил хлорида са аминима. Синтетисани су три- и тетра- 
дентатни лиганди карбоксамидног типа, и то деривати малонске и оксалне киселине, са 
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две амидне и једном или две карбоксилатне групе [126,127,128]. Синтетички приступ је 
подразумевао интеракцију између оксалил хлорида или диетил малоната и одговарајућих 
аминокиселина. Поступци за синтезу макроцикличних карбоксамидних лиганада који 
укључују стварање Шифових база у реакцијама одговарајућих функционализованих 
оксамида отворених ланаца са диаминима су доста компликованији.  
N,N'-супституисани лиганди карбоксамида су веома популаран предмет 
истраживања у координационој и супрамолекуларној хемији, а то је и очекивано из више 
разлога: 
 
I. Природа лиганада је таква да омогућава варирајацијом координационих 
супституената образовање комплекса, то јест једињења прелазних метала 
чије се укупно наелектрисање и поларност могу мењати. 
II. Јака базност координованих депротонованих амидних азота испољава 
стабилизујући ефекат на висока оксидациона стања крајњег првог реда 
јона прелазних метала, укључујући никал(III), бакар(III) и гвожђе(IV).  
III. Способност карбоксамидног фрагмента да се понаша као мостни лиганд 
чини оксамидне комплексе веома погодним за дизајн хомо- и хетеро-
металних олигонуклеарних врста.  
 
Карактеристика ове врсте лиганада јесте да они представљају мост између 
металних центара узрокујући јаке антиферомагнетне интеракције, што их чини веома 
погодним за развој нових магнетних материјала [129]. 
Присуство метала високих оксидационих стања подразумева се у бројним 
ензимским системима [130], што је још један од битних разлога за проучавање и 
стабилизацију високо валентних металних центара. Улога једињења карбоксамидног 
типа може бити веома значајна. Ензим нитрил хидратаза (NHase) који катализује 
конверзију од нитрила до амида у неколико микроорганизама садржи не-хем ниско 
спински гвожђе(III) центар на активном месту. Гвожђе у NHase ензиму не мења своје 
оксидационо стање у току процеса, већ делује као Луисова (Lewis) киселина у нитрил-
амид трансформацији, што није случај код већине других не-хем биолошких система на 
бази гвожђа(IV). Kристалнa структурa ензима је показала да је атом гвожђа координован 
са три атома сумпора из цистеина, два депротонована амидна атома азота и вероватно 
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молекулом воде. Резултати темељног испитивања ових система указују на то да тиолне 
групе стабилизују гвожђе(II) активни центар, а самим тим се намеће закључак да у 
случају гвожђе(III) центра ту улогу имају депротоновани амидни атоми азота. Управо 
ово је био повод за синтезу и испитивање система гвожђа(III) са координованим амидним 
атомима азота као донорима [131]. 
Цитохром P450 и пероксидазе, ензими на бази гвожђа(IV) и оксопорфирина, 
селективно и ефикасно катализују оксидацију различитих органских супстрата. 
Дизајнирање металних комплекса који активирају H2O2 или O2, али су сами инертни 
према оксидацији представља основу за синтезу ефикасних оксидационих катализатора, 
као система који би били у стању да опонашају ензиме који функционишу као 
оксидациони катализатори. Међу њима, метални комплекси на бази порфирина, 
сулфонованих фталоцијанина, и гвожђе(III) комплекси са тетраамидним 
макроцикличним лигандима (Fe-TAMLs) су се показали као веома функционални у 
опонашању пероксидаза. Пероксидазе су се показале као веома активне у процесима 
оксидације загађивача околине, па је активнији рад на развоју ових система веома важан 
[132]. 
У том смислу, синтетисани су тетрадентатни лиганди: редокс "innocent", и редокс 
"non-innocent".  Макроциклични редокс innocent лиганд (Слика 15А) има високу 
отпорност на оксидативну деградацију и изузетно јак сигма-донорски капацитет који 
потиче од депротонованог амидног азота и успешно стабилизује ретке високо-валентне 
центре прелазних метала (Cr(V), Fe(IV) и Ni(III)).  
Редокс non-innocent лиганди могу одговорити електронски и структурно на 
промене оксидационог стања комплекса метала (Слика 15Б). Утврђено је да би 
специфична комбинација величине прстена, нпр, 5,5,5,6-TAML лиганада, могла да утиче 
на повећану хидролитичку стабилност система за Mn(V), Co(III), Cr(V), као и за низ 
комплекса гвожђа [130]. 
Развијени су различити метални комплекси на бази тетраамидо макроцикличних 
лиганада (TAML), који су сада углавном патентирани и користе се у неколико 
индустријских грана.  
 





Слика 15. Структуре редокс innocent (А) и редокс non-innocent (Б) лиганада 
 
Најзаступљенија стратегија у изградњи полимера на бази металних комплекса је 
методологија изградње блокова. Једна од најистакнутијих карактеристика 
карбоксамидних лиганада је подложност трансформацији између cis- и trans-
конформација, што их чини лако примењивим у поменуте сврхе. У молекулима cis-
оксамида омогућено је грађење дискретних полинуклеарних врста захваљујући 
постојању два различита координациона места (Шема 2). Bis-тридентатни карактер 
оксамида trans-конформације, омогућава формирање trans-оксамидо-мостних 
бинуклеарних јединица са упражњеним координационим местом (Шема 2) које се могу 





Шема 2. Начини везивања N,N’-bis-супституисаних оксамида 
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Тако је несиметричан бакар(II) прекурсор [Cu(oxbe)]2− (oxbe = N-бензоат-N'-(2-
аминоетил)оксамид) искоришћен за грађење 3D хетерометалних супрамолекулских 
координационих полимера. Исти прекурсор је употребљен за синтезу хомометалних 
комплекса. Као резултат добијен је нови 3D комплекс, први пример код кога су присутне 
и cis-оксамидо и trans-оксамидо мостне јединице. Магнетна својства су карактеристика 
синтетисаног система [124]. 
Синтетисана је такође серија N,N'-bis(3-аминопропил) супституисаних оксамид-
мостних бинуклеарних комплекса бакра(II). На основу спектралних, електрохемијских и 
магнетних особина комплекса уочене су промене истих са малим варијацијама у 
окружењу лиганда [134]. Такође, запажена магнетна својства забележена су и код 
бинуклеарних комплекса никла(II) са: оксамидним-мостним лигандима [129], N,N'-
дисупституисаним-оксамидним мостним лигандима [130], као и у случају N,N'-bis-
(фенил-супституисаних) оксамида [135]. Супрамолекуларна структура у којој су Cu(II)-
Ni(II) ентитети повезани водоничним везама  понашају се као молекуларни магнети 
[136]. 
Комплекси јона првог реда прелазних метала, посебно бакра(II) и никла(II) са 
малонамидним лигандима су интенизивно изучавани (Шема 3). Истражен је прилично 
ограничен број комплекса касних прелазних метала са оваквом врстом лиганада (на 
пример, паладијум(II) и платина(II)). Генерално, стереохемија 3d и тежих прелазних 
метала се доста разликује, али у конкретном случају малонамидних лиганада сви d8 јони 
метала (никал(II), паладијум(II), платина(II)) су склони да формирају сличне квадратно-
планарне нискоспинске врсте у којима су амидне групе депротоноване. Ово је добар 
пример за објашњење ефеката измене изоелектронских метала, на пример у случају NMR 
карактеризације комплекса [137]. 
 



































Шема 3. Структуре неких лиганада маламидног типа 
 
На основу вишеструких биолошких функција ових система, намеће се закључак 
да би лиганди карбоксамидног типа у чији састав улази –N2O2– хромофора могли бити  
успешно примењени у синтези комплекса прелазних метала, са превасходним циљем 
синтезе једињења потенцијалне антитуморне активности. Резултати испитивања 
алтернативних механизама дејства већ синтетисаних комплекса, односно механизама 
који се разликују од дејства цисплатине указују на велики потенцијал метала који су 
слабе Луисове (Lewis) киселине.  
 
1.6 Рачунарска хемија 
Теоријски модели заснивају се на примени теоријских и математичких принципа 
за решавање хемијских проблема. Молекулско моделирање подразумева примену 
рачунарске хемије за стварање, манипулацију, израчунавање и предвиђање 
реалистичних молекулских структура, као и предвиђање и симулацију разних 
биолошких процеса. Рачунарски приступ је подељен у две широке категорије: 
 
1. Молекулска механика (Беркерт (Berkert) и Алинџер (Allinger), 1982) [138] 
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2. Квантна механика (Хере и сарадници (Hehre et al.), 1986) [139] 
 
У зависности од примене Шредингерове једначине или његове еквиваленте 
матрице квантна механика се углавном користи у форми: 
 
 Ab initio метода 
 DFT - Теорија функционала густине 
 Семи-емпиријсих метода 
 
1.6.1 Молекулска механика 
Молекулска механика се заснива на примени закона класичне физике на молекуле 
занемарујући присуство електрона. Методе ММ су потпуно емпиријске. Молекул 
посматрају као сфере одређених маса  међусобно повезаних опругама [140]. Молекулска 
механика користи једноставан алгебарски израз (поље силе) за изражавање укупне 
енергије система: 
 


















 Укупна потенцијална енергија система представља збир доприноса који 
проистичу из везивних и невезивних интеракција. Везивне интеракције се односе на 
одступања од идеалних дужина (истезање/сабијање), углова (савијање) и диедарских 
углова (увијање) веза, а невезивне на ван дер Валсове (van der Waals) и Кулонове 
(Coulomb) интеракције. Поље силе дефинише и типове атома. Сваки атом је на основу 
експерименталних резултата или квантно механичких прорачуна окарактерисан 
атомском масом, ван дер Валсовим полупречником и парцијалним наелектрисањем. 
Као резултат одступања од идеалних дужина веза услед истезања или сабијања, 
долази до пораста енергијe везе и управо је пропорционална квадрату екстензије: 
 
Eistezanje = kistezanje (l  leq)
2 




где је, kistezanje-константа пропорционалности; l-дужина истезања везе, а leq-равнотежна 
дужина везе. Уколико се енергија равнотежне дужине leq посматра као нулта вредност, 
уместо Eistezanje можемо писати Eistezanje: 
 
Eistezanje = kistezanje (l  leq)
2 
 
Одступања од идеалних углова веза манифестују се кроз пораст енергије система 
и управо је пропорционална квадрату повећања угла: 
 
Esavijanje = ksavijanje (a  aeq)
2 
 
где је, ksavijanje-константа пропорционалности; a-величина дисторгованог угла, а aeq-права 
величина угла коју молекул поседује. 
Ротацијом око просте везе мења се диедарски (торзиони) угао од 0о до 360о, 
геометрија и енергија молекула. Даљом ротацијом око просте везе за сваких 360о, 
енергија варира са променом диедарског угла у синусној или косинусној зависности. 
За системе ниже симетрије, крива торзионе потенцијалне енергије је доста сложена и 
представља комбинацију синусне или косинусне функције: 
 





Потенцијална енергија система појединачних атома који нису директно везани, и 
нису повезани заједничким атомом, или су у различитим молекулима, представљена је 
типичним невезивним ван дер Валсовим (van der Waals) и Кулоновим (Coulomb) 
интеракцијама: 
 
Еnevezivni (r) = EVDV (r) + EK (r) 
 




1.6.2 Квантна механика 
Квантно механичке методе се баве интеракцијама између јегара и електрона. 
Заснивају на решавању Шредингерове једначине: 
 
ĤΨ = ЕΨ 
 
где је Ĥ-Хамилтонијанов оператор, Е-енергија атома или молекула, а Ψ-таласна 
функција.  
Хамилтонијанов оператор молекулског система који се састоји од М нуклеуса и N 
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 Прва два члана се односе на кинетичку енергију електрона и језгара, док преостала три 
члана дефинишу потенцијалну енергију привлачења између језгара и електрона и 
потенцијалну енергију одбијања између електрона и језгара. Набла 2 (Nabla) je 
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У циљу решења Шредингерове једначине за било који систем сложенији од водоника 
уводе се различите апроксимације: Борн-Опенхајмерова (Born-Oppenheimer) 
апроксимација, Хартри-Фокова апроксимација и Ротхан-Холове једначине. 
 
Теорија функционала густине (Density functional theory-DFT). Основа ове теорије лежи у 
Хоенберг-Коновој теореми по којој је енергија основног стања одређена искључиво 
густином електрона.  
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E = E(r) 
 
Хоенберг (Hohenberg) и Кон (Kohn) [147] су доказали да се густина електрона покорава 
варијационом принципу (односно, енергија која одговара датој густини електрона је већа 
или једнака екзактној енергији). 
Сложеност проблема, временска ограничења, компјутерски и други 
ограничавајући фактори одређују који метод је примењив. Веома битно за све рачунарске 
методе је следеће: 
 Јединствена вредност енергије (за дефинисан систем било која метода 
мора дати јединствену вредност за енергију) 
 Сагласност величини (величина грешке расте са порастом молекула) 
 Покоравање варијационом принципу (енергија основног стања неког 
система је увек већа од енергије која одговара егзактној таласној 
функцији) 
Обе методе (MM и QM) употпуњују једна другу у настојањима да се разуме 
хемијско и биолошко понашање на молекулском нивоу.  
Хибридне QM/MM методе имају широку примену у моделирању локалних 
електронских промена у великим биомолекулским системима. Основна идеја је да опишу 
хемијски активне области (попут области у оквиру којих су присутни комплекси платине 
и других тешких метала сродних својстава) применом електронских структурних метода. 
1.6.3 Молекулска динамика 
 Компјутерске симулационе методе нам омогућавају моделирање 
биолошких система у лабораторијским условима и предвиђање њихових особина кроз 
стварање репрезентативних конфигурација ових малих репликација на такав начин да се 
могу добити вредности структурних и термодинамичких својстава [148,149]. Симулација 
омогућава испитивање понашања атомских и молекулских система од временске 
зависности, обезбеђујући на тај начин детаљну слику о начину конформационих промена 
система.  
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Молекулска динамика је област рачунарске хемије која путем молекулско 
динамичких симулација (MD) омогућава проучавање комплекса и динамичке процесе 
који се дешавају у биолошким системима. Заснива се на примени молекулске механике 
(MM), квантне механике (QM) као и комбинованих квантно-механичких и молекулско-
механичких метода (QM/MM).  
Молекулско динамичке симулације представљају одличну апроксимацију за 
широк спектар система, стога су моћно средство у хемији, физици, биологији и науци о 
материјалима. Веома су корисне у испитивањима стабилности протеина, 
конформационих промена, савијања протеина, транспорта јона у биолошким системима 
и другим процесима који се одвијају у живим системима. Такође, значајно доприносе 
унапређењу у области дизајна лекова што је од посебне важности у настојањима да се 
дизајнирају нова једињења побољшаних терапеуских својстава, а смањених нежељених 
ефеката. Ова техника омогућава природну временску еволуцију система што омогућава 
предвиђања структурних, динамичких и термодинамичких својства супстанци директно 
из основних интеракција између молекула, који пружају сваки детаљ о томе како се 
систем, сачињен од више делова, мења од једне до друге конформације [150-152].  
Први корак у процесу молекулско динамичке симулације (Шема 4) представља 
избор модела који ће се користити за описивање интеракција унутар система и 
дефинисање услова (на пример, број честица, почетна температура). Друго, неопходно је 
покренути интеграцију одабиром почетних вредности система (обично су то почетне 
координате {r(0)} и скуп почетних брзина{v(0)}). Полазећи од задате конфигурације 
следи фаза уравнотежења, током које систем еволуира од почетне конфигурације. 
Термодинамичке и структурне особине се морају пажљиво пратити током ове фазе, све 
док се не постигне стабилност. На крају уравнотежења долази финална фаза, током које 
може да се израчуна просечна вредност симулације. Коначно, динамички процес 
симулације се детаљно анализира у конформационом смислу као и зарад добијања 
жељених термодинамичких параметара. 
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2. ПРЕДМЕТ ИСТРАЖИВАЊА 
Узевши у обзир наведено у уводу, у оквиру ове дисертације постављени су 
следећи циљеви: 
 
 Синтеза деривата диамида оксалне и малонске киселине, као и 
одговарајућих комплекса паладијума(II) 
 Карактеризација синтетисаних једињења применом елементалне 
микроанализе, спектроскопских метода (IR, 1H NMR, 13C NMR, UV-Vis) и 
метода рендгенске структурне анализе (где је то могуће) 
 Испитивање равнотежа у систему паладијум(II) јона са одговарајућим 
лигандима у воденом раствору 
 Испитивање интеракција синтетисаних једињења са биолошки значајним 
молекулима, албумином хуманог серума (HSA) и дезоксирибо- 
нуклеинским киселинама (DNK). 
 Испитивање биолошке активности in vitro синтетисаних једињења 
применом MTT теста цитотоксичности и AO/EB флуоресцентне 
микроскопије. 
 Анализа ћелијског циклуса применом методе проточне цитометрије и 
електрофоретске Вестерн блот анализе. 
 Примена симулационих метода (докинг и молекулска динамика) 
компјутерске хемије у циљу коначног дефинисања механизма дејства 
синтетисаних комплекса паладијума(II).  
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3. ЕКСПЕРИМЕНТАЛНИ ДЕО 
3.1 Хемикалије и реагенси 
Сви комерцијално доступни реагенси били су аналитичког степена чистоће и 
коришћени су без претходног пречишћавања. KOH,  NaOH, NaOD, D2O, DMSO-d6, HCl, 
NaCl, PdCl2, K2[PdCl4], гуанозин, aденозин, цитидин, хумани серум албумин (HSA) и 
DNK изолован из тимуса телета (CT DNA) добијени су од Sigma-Aldrich Chemical Co. 
Лиганди, H4mda (2,2'-[1,3-диоксопропан-1,3диил)диимино] дисирћетна киселина), H4obp 
(3,3'-[1,2-диоксоетан-1,2диил)диимино] дипропионска киселина), H3obap (2-({[(3-
аминопропил)амино](оксо)ацетил}амино) бензоева киселина), H2apox (N,N'-bis(3-
аминопропил)етандиамид), H4obbz (2,2'-[(1,2-диоксоетан-1,2-диил)диимино] дибензоева 
киселина) синтетисани су према већ публикованим процедурама [126-128]. Би-
дестилована вода је коришћена за припремање раствора.  
Електронски апсорпциони и емисиони спектри мерени су у циљу испитивања 
интеракција синтетисаних једињења и биолошки значајних молекула (DNK и HSA) у 
фосфатном и Tris-HCl пуферу (pH = 7,4)  и 0,15 M NaCl због одржавања јонске јачине 
раствора. Полазни раствор HSA (20 μM) припремљен је у 0,05 M фосфатном пуферу и 
чуван у мраку на 0–4 °C. Полазни раствор CT DNA је припремљен растварањем DNK у 
10 mM Tris-HCl пуферу. Концентрација DNK раствора (0,119 mM по нуклеотиду) је 
одређена спектрофотометријски у адекватно разблаженим узорцима, на основу 
коефицијента моларне абсорптивности 6600 M−1cm−1 на 260 nm. Раствори су чувани на 4 
˚C и коришћени у наредна 4 дана. 
Цитотоксична активност синтетисаних једињења испитивана је на следећим 
ћелијским линијама:  Hs294T (меланом), K562 (хронична мијелоидна леукемија), MCF-7 
(хумани аденокарцином дојке), A549 (хумани карцином плућа), HT-29 (хумани 
колоректални аденокарцином), HeLa (хумани аденокарцином цервикса) MRC-5 
(фибробласти плућа хуманог фетуса) и HCT-116 (колоректални карцином). Ћелије су 
гајене у Dulbecco-овом модификованом Eagle медијуму (DMEM) са 4,5% глукозе, 
додатком 10% феталног говеђег серума (FBS, Sigma), раствора антибиотика и 
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антимикотика (Sigma). Ћелије су суб-култивисане два пута недељно, а суспензија 
појединачних ћелија је добијена применом 0,1% раствора трипсина у EDTA (Serva). Све 
ћелијске линије су култивисане на 37 °С, у атмосфери 5% СО2 засићеном воденом паром. 
За све тестове су коришћене ћелије у експоненцијалној фази раста. Густина ћелија (број 
ћелија по јединици запремине) и проценат вијабилних ћелија су одређени по раније 
објављеној процедури [153]. Вијабилност ћелија коришћених током теста је износила 
преко 95%. 
 
3.2 Синтезe нових једињења 
3.2.1 Калијум-(2,2'-[1,3-диоксопропан-1,3диил)диимино]диацетато) паладијум(II) 
хидрат, K2[Pd(mda)] · H2O комплекс (1) 
Водени раствор K2PdCI4 (0,1632 g, 0,0005 mol) укапан је у водену суспензију 
H4mda (0,109 g, 0,0005 mol) киселине. Добијеној смеши је постепено укапаван раствор 
KOH (5%) до постизања pH 9,0. Раствор је мешан 30 минута, профилтриран и филтрат 
остављен пар дана на собној температури. Након третирања етанолом (96%) добијени су 
жути кристали. Принос: 0,054 g (27 %).  
Резултати елементалне микроанализе свих комплекса и лиганада синтетисаних у 
оквиру ове дисертације добијени у сагласности су са теоријски израчунатим 
вредностима. Израчунато за C7H8K2N2O7Pd: C, 20,17; H, 1,93; N, 6,72; Нађено: C, 20,58; 
H, 1,68; N, 6,35%. 1H NMR (200 MHz, D2O): δ(ppm) 4,0 (s, 2H, -CH2), 4,8 (s, 4H, -CH2). 
13C 
NMR (50 MHz, D2O): δ(ppm) 188,3, 162,9, 56,7, 46,2. IR (KBr, νmax/cm−11670 (COO)). UV-
Vis, λmax/nm: 300 и 350. 
3.2.2 Калијум-(3,3'-[1,2-диоксоетан-1,2диил)диимино]дипропионато) паладијум(II), 
K2[Pd(obp)] комплекс (2) 
Раствор K2PdCI4 (0,1632 g, 0,0005 mol) додат је у водену суспензију H4obp (0,1161 
g, 0,0005 mol) киселине. Смеша је третирана воденим раствором КОH (5%) до постизања 
pH 9,0. Добијени раствор је мешан 30 минута, профилтриран, упарен на мању запремину 
и третиран EtOH (96%). Добијени су кристали жуте боје. Принос: 0,09 g (45%). 
Израчунато за C8H8K2N2O6Pd: C, 23,28; H, 1,95; N, 6,79; Нађено: C, 22,95; H, 2,23; N, 
6,68%. 1H NMR (200 MHz, D2O): δ(ppm) 2,5 (t,
3J = 6, 4H, -CH2), 3,5 (t,
3J = 8, 4H, -CH2).
13C 
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NMR (50 MHz, D2O): δ(ppm) 185,1, 163,6, 41,9, 39,6. IR (KBr, νmax/cm−11661 (COO)). UV-
Vis, λmax/nm: 309. 
3.2.3 [N,N'-bis(3-аминопропил)етандиамидо] паладијум(II), [Pd(apox)] комплекс (3) 
H2apox лиганд (0,303 g, 0,0015 mol) је растворен у 5 ml воде, а затим третиран 
раствором K2PdCI4 (0,163 g, 0,0005 mol) уз интензивно мешање раствора. pH вредност 
раствора је одржавана у интервалу 7-8 додавањем раствора KOH. Резултујући раствор је 
након филтрирања остављен на собну температуру. Добијени су жути кристали у 
приносу 0,081 g (52,95%). Израчунато за C8H16N4O2Pd: C, 31,33; H, 5,26; N, 18,27. Нађено: 
C, 31,02; H, 5,33; N, 17,98%. Тачка топљења: 220 °C. IR (KBr,νmax/cm−1 1592 (CO); 
1H NMR 
(200 MHz; DMSO-d6): δ(ppm) 3,2 (m, 2H,–CH2), 2,7 (t, 2H, –CH2), 1,7 (t, 2H, –CH2); 
13C 
NMR (50 MHz, DMSO-d6): δ(ppm) 160,3, 36,8, 36,2, 27,2. UV-Vis, λmax/nm: 249. 
3.2.4 Калијум-хидроген 2-({[(3-аминопропил)амино](оксо)ацетил}амино)бензоато) 
трихидрат, KH[Pd(obap)]2 · 3H2O комплекс (4) 
H3obap лиганд (0,132 g, 0,0005 mol) растворен је у 5 ml воде и неутралисан 
раствором KOH (0,084 g 0,0015 mol). Неутралисаном раствору додат је раствор (0,163 g, 
0,0005 mol) K2PdCI4, резултујући раствор мешан 60 минута на 40 °C и профилтриран. 
Комплекс паладијума након пар дана кристалише у облику жутих кристала. Принос: 0,1g 
(47,4%). Израчунато за C24H25KN6O11Pd2: C, 34,89; H, 3,03; N, 10,17%. Нађено: C, 34,67; 
H, 3,95; N, 11,05. Тачка топљења: 258 °C. IR (KBr, νmax/cm−1 1603 (COO) и 1541 (CO); 
1H 
NMR (200 MHz; DMSO-d6): δ(ppm) 8,7 (1H, dd, ArH), 7,9 (1H, dd, ArH), 7,1 (1H, m, ArH), 
6,8 (1H, m, ArH), 4,2 (2H, t, –CH2), 2,9 (2H, t, –CH2), 2,4 (2H, m, –CH2); 
13C NMR (50 MHz; 
DMSO-d6): δ(ppm) 169,0, 167,2, 146,5, 133,3, 129,3, 127,0, 122,8, 120,1, 41,6, 36,4, 30,5. 
UV-Vis, λmax/nm: 288 и 336. 
3.2.5 Дикалијум 2,2'-[(1,2-диоксоетан-1,2-диил)диимино]дибензоат, K2H2obbz (5) 
 У раствор H4obbz (0,328 g, 0,001 mol) киселине укапан је раствор калијум 
хидроксида (0,112 g, 0,002 mol) уз интензивно мешање, са циљем растварања киселине. 
Добијени раствор је остављен у фрижидеру. После неколико дана уочени су 
транспарентни кристали погодни за рендгенску дифракциону анализу. Принос, 0,26 g 
(59,6%). Израчунато за C16H10K2N2O8: C, 44,03; H, 2,31; N, 6,42. Нађено: C, 43,90; H, 2,28; 
N, 6,40. 1H NMR (200 MHz, D2O): δ(ppm) 6,8 (m, 2H, ArH), 7,3 (m, 2H, ArH), 7,7 (m, 2H, 
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ArH), 7,9 (m, 2H, ArH). 13C NMR (50 MHz, D2O): δ(ppm) 178,8, 150,5, 134,8, 133,8, 127,1, 
123,0, 120,6, 120,4. IR (KBr, νmax/cm−1 3268 (NH), 1701 (COOH)). 
3.2.6 3,3'-[(1,3-диоксопропан-1,3-диил)диимино] дипропанска киселина, H4mdp (6)  
У раствор β-аланина (4,2 g, 0,052 mol) у NaOH (2,08 g, 0,052 mol) лагано је 
укапаван етанолни раствор диетилмалоната (2,96 ml, 0,026 mol). Реакциона смеша је 
рефлуктована 3 h, а након тога и дестилована у циљу уклањања вишка етанола. Добијени 
раствор закишељен је 6 М HCl (pH = 2,0). Киселина је исталожена у виду праха беле боје. 
Принос је 3,60 g (60 %). Израчунато за C9H14N2O6: C, 43,90; H, 5,73; N, 11,38. Нађено: C, 
43,26; H, 4,96; N, 11,04. Тачка топљења 201 °C. 1H NMR (200 MHz, D2O): δ(ppm) 2,6 (t,
3J 
= 6, 4H, -CH2), 3,2 (s, 2H, -CH2), 3,5 (t, 
3J = 6, 4H, -CH2). 
13C NMR (50 MHz, D2O): δ(ppm) 
179,4, 172,2, 46,2, 38,4, 36,6. IR (KBr, νmax/cm−1 3322 (NH), 1712 (COOH)). 
3.2.7 Калијум-(2,2'-[(1,2-диоксоетан-1,2-диил)диимино] дибензоато) паладијум(II), 
K2[Pd(obbz)] (7) 
Раствор H4obbz (0,328 g, 0,001 mol) делимично је неутралисан додатком раствора 
KOH (pH ~ 7), а затим је укапан водени раствор K2PdCl4 (0,326g, 0,001 mol). Резултујући 
раствор заалкалисан је раствором KOH (pH = 8), мешан 1 h, профилтриран и остављен 
на собној температури. Добијен је прах жуте боје. Принос, 0,42 g (60,15%). Тачка 
топљења: 207 °C. Израчунато за C16H8K2N2O6Pd: C, 37,76; H, 1,58; N, 5,51. Нађено: C, 
38,58; H, 2,56; N, 5,93. 1H NMR (200 MHz, D2O): δ(ppm) 7,2 (m, 2H, ArH), 7,5 (m, 2H, ArH), 
7,9 (dd, J = 6,8, 1,2, 2H, ArH), 8,4 (dd, J = 8,2, 1,1, 2H, ArH).13C NMR (50 MHz, D2O): δ(ppm) 
177,1,161,5, 139,8, 134,9, 133,9, 127,5, 122,7. IR (KBr, νmax/cm−1 1671(COO)). UV-Vis, λmax/nm 
: 212 и 310. 
3.2.8 Калијум-(3,3'-[(1,3-диоксопропан-1,3-диил)диимино] дипропионато)паладијум(II)-
хидрат K2[Pd(mdp)] · H2O (8) 
Раствору H4mdp (0,246 g, 0,001 mol) је укапан раствор K2PdCl4 (0,326 g, 0,001 mol), 
а након тога и раствор KOH до постизања pH 9. Смеша је мешана на собној температури 
30 минута, профилтрирана и филтрат третиран раствором EtOH (96%). Комплекс 
кристалише у облику жутих кристала. Принос, 0,21 g (47,7%). Израчунато за 
C9H12K2N2O7Pd: C, 24,32; H, 2,70; N, 6,29. Нађено: C, 23,85; H, 2,63; N, 6,15. Тачка 
топљења: 274 °C. 1H NMR (200 MHz, D2O): δ(ppm) 2,6 (t,
3J = 6, 4H, -CH2), 3,1 (t, 
3J = 6, 
 Експериментални део 
40 
 
4H, -CH2), 3,5 (s, 2H, -CH2). 
13C NMR (50 MHz, D2O): δ(ppm) 185,3, 174,7, 50,9, 45,2, 41,2. 
IR (KBr, νmax/cm−11623 (COO)). UV-Vis, λmax/nm: 315. 
 
3.3 Инструменти коришћени у анализама и испитивањима 
За сва синтетисана једињења, микроанализе за C, H и N изведене су у 
Микроаналитичкој лабораторији Хемијског  факултета, Универзитета у Београду. 
IR спектри у области 400-4000 cm−1 снимани су на Perkin-Elmer FT-IR 
спектрофотометру Spectrum One, користећи технику KBr  пилуле. 
Протонски, 1H и 13C NMR спектри су снимани на Varian VXR-300 MHz 
спектрометру. Као растварачи коришћени су DMSO-d6 и D2O. Померања су изражена у 
виду δ(ppm) вредности у односу на триметил-силилпропан-3-сулфонат (TSP) као 
референтни стандард. 
Сви апсорпциони спектри су снимани на Perkin-Elmer Lambda 35 
спектрофотометру. За ова мерења коришћени су 1 · 10-4 М водени раствори комплекса.  
Снимања емисионих флуоресцентних спектара су вршена на RF-1501 PC 
спектрофлуориметру (Shimadzu, Japan). 
Потенциометријска мерења су вршена на Consort C830 pH-метру опремљеном 
Metrohm Dosimat модел 665 аутоматском биретом и комбинованом стакленом 
електродом. Ова електрода је калибрисана коришћењем стандардних раствора пуфера на  
pH 4 и 7. 
Тачке топљења су мерене на Stuart melting апарату са тачношћу од ± 1 °C. 
 
3.4 Потенциометријска мерења 
Комплексирањe  Pd(II)-јона са лигандима (L = H4mda, H4obp, H3obap, H2apox, 
H4mdp, гуанозином, аденозином и цитидином) проучавано је потенциометријским 
мерењима у 0,1 M натријум хлоридној средини, на 25 °C. 
За ова проучавања направљена је серија раствора Pd(II)-јона и лиганада у којима 
је однос концентрација Pd/L 1:1, 1:2 и 2:1. Све pH-титрације изведене су у титрационом 
суду са двоструким зидом, при чему су коришћени узорци запремине од 20 ml. 
Температура раствора је одржавана константном (25,0 ± 0,1 °C) сталном циркулацијом 
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термостатиране воде кроз двоструки зид титрационе посуде. Титрације су извођене у 
атмосфери азота како би се обезбедило потпуно одсуство кисеоника и угљеник(IV) 
оксида. У сваки испитивани раствор додавана је тачно одређена количина 
хлороводоничне киселине да би се одмах на почетку избегло комплексирање или 
хидролиза. Испитивани раствори припремани су у 0,1 M NaCl средини и титровани 
потенциометријски, раствором натријум-хидроксида (0,0874 M). Титрације су вршене у 
pH опсегу од 2 до 12. 
Константе протоновања лиганада, као и константе стабилности бинарних 
комплексних врста формираних у раствору одређене су испитивањем састава различитих 
могућих модела проучаваних система. Образовање једноставних комплекса између јона 
метала M и лиганда L типа MpHqLr, може се приказати следећом реакцијом (1): 
 
                               p M  +  q H  +  r L ↔ MpHqLr                                                 (1) 
 
M = Pd2+; L = H4mda, H4obp, H3obap, H2apox, H4mdp, нуклеозиди 
 
                                                (2) 
 
 
где је βp,q,r константа стабилности комплекса, а L означава депротоновани облик 
лиганда.  
Константе стабилности тернарних система формираних у раствору између    
Pd(II), L и A према општој равнотежи (3) (наелектрисања су изостављена због 
једноставности):  
 
                           p Pd + q H + r L + l A ↔ PdpHqLrAl                                                (3) 
 
А = Гуанозин, Аденозин и Цитидин 












                                              (4) 
 
 
Све константе протоновања киселина и константе стабилности комплекса су одређене 
коришћењем HYPERQUAD програма [154], а дистрибуција врста присутних у раствору 
је израчуната коришћењем програма Hyss2006 [155]. 
 
3.5 Спектрофотометријска мерења 
У циљу одређивања константи везивања комплекса паладијума(II) за молекул CT 
DNA снимани су апсорпциони спектри раствора комплекса PdL и CT DNA при чему су 
концентрације PdL комплекса одржаване константним (4,0 · 10−5 M) док је концентрација 
CT DNA варирана од 0 до 4,5 · 10−5 M ([комплекс]/[CTDNA] = 0,0–2,5). На основу 











                                                           (5) 
 
где су, εf, и εb екстинкциони коефицијенти слободног и везаног комплекса. Екстинкциони 
коефицијент, εf  је одређен из калибрационе криве која је добијена снимањем апсорбанце 
изолованог комплекса различитих концентрација. Екстинкциони коефицијент, εa је 
израчунат из Ламберт Беровог (Lambert-Beer) закона као однос између измерене 
апсорбанце испитиваног раствора Аobs и концентрације комплекса у њему, (Aobs–
ADNA)/[комплекс]. Апсорбанце DNA, ADNA за све испитиване концентрације DNA су 
одређене у одвојеном експерименту. Добијени резултати су приказивани графички као 
зависност [CT DNA]/(εa −εf) од [CT DNA]. Нагиб добијене праве има вредност, 1/(εb − εf) 
и пресек са Y осом једнак 1/Kb(εb − εf). Константа стабилности (везивања), Kb се добија 
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3.6 Флуоресцентна мерења 
Испитивање интеракција синтетисаних комплекса са биомолекулима, вршено је 
снимањем емисионих флуоресцентних спектара. Испитивања су вршена са молекулима 
HSA и DNK изолованог из тимуса телета (CT DNA).  
Флуоресцентни емисиони спектри HSA-комплекс система снимани су у области 
од 300–440 nm са ексцитацијом на 295 nm, при чему је концентрација HSA била 
константна (2,0 · 10-6 M), а концентрација комплекса варирана од 0 до 8,0 · 10-6 M. 
Ширинa прореза између ексцитације и емисије била је 10 nm. 
Флуоресцентни спектри синтетисаних комплекса и молекула CT DNA, снимани 
су при константној концентрацији CT DNA (2,5 · 10−5 M), док је концентрација 
комплекса варирана од 0 до 4,5 · 10−5 M ([комплекс]/[CTDNA] = 0,0 – 2,5).  
У циљу испитивања компетитивне реакције синтетисаних комплекса и етидијум 
бромида (3,8-диамино-5-етил-6-фенилфенантридинијум бромид, EB) везаног за CT DNA 
снимани су флуоресцентни спектри CT DNA-EB у присуству синтетисаних комплекса. 
Етидијум бромид је типичан молекул који се веже интеркаларно за DNA. Промене у 
флуоресцентним спектрима CT DNA-EB у присуству других молекула, често се користе 
за испитивање интеракција између DNK и присутних молекула који могу бити метални 
комплекси.  
Емисиони спектри CT DNA-EB, концентрација DNK била је идентична 
концентрацији EB (2,5 · 10-5) у одсуству и присуству различитих концентрација 
комплекса, [PdL] комплекси су снимани у опсегу 300–400 nm са ексцитацијом на 323 nm. 
Промене флуоресценције показују да комплекс интерагује са DNK, односно истискује 
EB из молекула DNK. 
Коришћењем једначине (6) израчунате су константе, KSV (Стерн-Волмерoва 
константа), формирања [PdL] комплекса са DNK [90].   
 
                                 F0/F = 1 + Kqτ0[Q] = 1 + Ksv[Q]                                        (6) 
 
где F0 и F представљају интензитет флуоресценције пре и после додатка комплекса, Kq–
биомолекулска константа гашења, τ0-време живота флуорофоре у одсуству комплекса (τ0 
= 10-8 s) и [Q]-концентрација слободног комплекса. 
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Константа стабилности (Ка) и број везујућих места (n) за макромолекул може се 
израчунати коришћењем једначине (7) [127]: 
 
                                       log F0– F / F = log Ka + n log[Q]                                        (7) 
 
Вредност Ka се може добити из пресека праве log F0–F/F = f(log[Q]) са ординатом, 
а број везујућих места (n) из нагиба праве. 
 
3.7 МТТ тест цитотоксичности 
МТТ тест је колориметријска метода којом се одређује проценат преживелих 
ћелија, односно процењује инхибиција раста. МТТ тест се заснива на редукцији 
тетразолијумске соли (3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил тетразолијум бромид) до 
формазана, до које долази услед интеракције са митохондријалном дехидрогеназом у 
вијабилним, метаболички активним ћелијама. Туморске ћелије у експоненцијалној фази 
раста су засејане у микротитар плоче са 96 бунара (10 · 103 ћелија по бунару у 100µl 
хранљивог медијума) и инкубиране 20 h да би ћелије адхерирале за подлогу. Тестиране 
супстанце су додаване (10 µl/бунару) у све бунаре осим контролних у концентрацијама 
које су десет пута веће од финалних. Бунари који садрже ћелије без тестираних 
супстанци су коришћени као контрола. Бунари без ћелија који садрже медијум са 
испитиваним супстанцама коришћени су као слепе пробе. Микротитар плоче су 
инкубиране 48 h на 37 °С, у атмосфери са 5% СО2 и засићеној воденом паром. Три сата 
пре краја инкубационог периода 10 µl раствора МТТ-а (5 mg/ml) је додато у све бунаре. 
После 3 h инкубације на 37 °С, кисели-изопропанол (100 µl 0,04 N HCl у изопропанолу) 
је додат у све бунаре и након неколико минута стајања на собној температури, како би 
се омогућило растварање љубичастих кристала формазана, абсорбанца је мерена на 
спектрофотометру  (Multiscan MCC340, Labsystems) на 540/690 nm. Количина 
раствореног формазана директно је пропорционална броју живих ћелија, па је 
цитотоксичност израчуната према формули (8):  
 
                                    (1-A узорка/A контроле) x 100                                              (8) 




где је А измерена абсорбанца. Активност супстанце је изражена као IC50 вредност 
(концентрација једињења која инхибира раст ћелија за 50%). IC50 вредности једињења 
одређене су Median effect анализом [157]. За испитивање цитотоксичног ефекта изведена 
су два независна експеримента у којима је свака концентрација испитиваних једињења 
тестирана у по четири бунара.  
 
3.8 Третман ћелија за детекцију апоптозе 
Ћелије су засејане у микротитар плоче са 6 бунара (5 · 105 ћелија/бунару), а затим 
третиране доксорубицином и испитиваним једињењима 48 h. Као контрола су коришћене 
нетретиране ћелије. Узорци третираних и контролних ћелија су коришћени за детекцију 
апоптозе проточном цитометријом, флуоресцентном микроскопијом и Вестерн блот 
анализом. Вијабилност је одређена trypan blue dye-exclusion тестом [158].  
3.8.1 Annexin V-FITC/7-AAD тест за одређивање апоптозе и некрозе проточном 
цитометријом 
Бојење је изведено према протоколу произвођача (Beckman Coulter, USA). 
Укратко, HeLa ћелије су третиране концентрацијама еквивалентним IC50 вредностима 
одговарајућих једињења, односно медијумом (контрола). Након третмана (48 h, 37 ˚C, 
5% CO2, апсолутна влажност) ћелије су сакупљене, опране у PBS-у и ресуспендоване у 
ледено хладном пуферу (Binding buffer). Суспензија ћелија (1 · 105 ћелија) је обојена са 
10 μl Annexin V-FITC и 20 μl 7-AAD и инкубирана 15 минута на + 4 °С. Узорци су 
анализирани помоћу проточног цитометра (Cytomics FC500, Beckman Coulter, USA). За 
одређивање процента вијабилних (AnnVneg/7AADneg), рано апоптотичних 
(AnnVpos/7AADneg), касно апоптотичних (AnnVpos/7-AADpos) и некротичних ћелија 
(AnnVneg/7-AADpos) коришћен је компјутерски програм Flowing Software 
(http://www.flowingsoftware.com/), а резултати су представљени као dot plot-ови. 
3.8.2 Детекција апоптозе акридин оранж/етидијум бромид двоструким бојењем 
За одређивање типа ћелијске смрти који индукују испитиване супстанце 
користили смо двоструко бојење флуоресцентним бојама акридин оранж и етидијум 
бромид (AO/EB) [159]. Акридин оранж улази и у вијабилне и у невијабилне ћелије, 
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интеркалира се у дволанчану нуклеинску киселину (DNK) и емитује зелену 
флуоресценцију. Етидијум бромид улази само у невијабилне ћелије, интеркалира се у 
DNK и емитује црвену флуоресценцију. На основу емитоване флуоресценције, 
морфологије ћелије и изгледа једра могу се разликовати четири типа ћелија. Вијабилне 
ћелије имају нормалну морфологију и зелено једро са организованом структуром, док су 
рано апоптотичне ћелије мање, округле, хроматин је кондензован услед чега је једро 
униформно зелено, или је једро фрагментисано.  Касно апоптотичне ћелије су округле и 
имају наранџасто/црвено једро са кондензованим или фрагментисаним хроматином. 
Некротичне ћелије имају наранџасто/црвено једро са организованом структуром. 
Након третмана HeLa ћелија са IC50 вредностима тестираних једињења 9 µl HeLa 
ћелија (0,5 · 106 ћелија/ml) је помешано са 1μl смеше боја  AO/EB (AO: 100 mg/ml; EB: 
100 mg/ml). Због брзог уласка флуоресцентних боја у ћелију, морфологија ћелија је одмах 
анализирана на флуоресцентном микроскопу (Leica DM1000, Немачка). Слике су 
снимљене са 400 x Canon PC 1089 камером. 
 
3.9 Western blot анализа 
Вестерн блот анaлиза је метода којом се протеини раздвајају под дејством 
електричног поља, а затим детектују помоћу специфичних антитела и визуализују 
додавањем супстрата, при чему се емитује светлост (хемилуминисценција).  
Концентрација протеина у ћелијском лизату је одређена Bradford методом у 
микротитар плочама са 96 бунара (ThermoLab Systems, Multiscan Accent 
spectrophotometer) користећи говеђи серум албумин као стандард. Маркери молекулске 
масе протеина добијене су из Amersham Biosciences. 50 μg протеина по узорку је 
нанесено на гел и раздвојено у електричном пољу. Протеини са гела су пренесени 
електрофоретским путем на поливинилиден дифлуорид (PVDF) мембрану Hybond-P 
(Amersham Biosciences, Arlington Heights, IL), а затим инкубирани са примарним 
антителима: анти-Bcl-2 (R&D Systems, Minneapolis, MN), анти-поли (ADP-ribose) 
полимераза (PARP) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), анти-Caspase-3 (R&D 
Systems, Minneapolis, MN) и анти-α-, β- и γ-Actin (Sigma Chemical, St. Louis, MO). 
Протеини су детектовани помоћу Еnhanced chemiluminescence (ECL Plus) kit-а 
(Amersham Biosciences) који садржи секундарна антитела коњугована са пероксидазом. 
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Блотови су развијени помоћу ECL Plus detection system-а, а хемилуминисцентни сигнал 
је детектован на Hyperfilm-у (Amersham Biosciences). 
 
3.10 Анализа ћелијског циклуса проточном цитометријом 
Ћелијски циклус је анализиран према описаној процедури [160]. HeLa ћелије су 
инкубиране у медијуму (контрола) или са испитиваним једињењима H4obbz и 
K2[Pd(mdp)] · H2O у концентрацијама која одговарају IC50 вредностима, 48 h на 37 °C, у 
атмосфери са 5% CO2. Након инкубације ћелије су сакупљене, испране у PBS-у и коначно 
фиксиране преко ноћи у ледено хладном 70% етанолу. После фиксације, ћелије су 
испране, ресуспендоване у PBS-у који садржи 500 μg/ml RNAseA и инкубиране 30 
минута на 37 °C у мраку. Бојење се изводи са 5μl пропидијум јодида (10 mg/ml). После 
15 минута инкубације у мраку ћелије су анализиране помоћу Cytomics FC500 
флоуцитометра (Beckman Coulter, USA). Садржај DNK је дефинисан коришћењем 
Flowing Software-а, а дистрибуција ћелијског циклуса је приказана хистограмом. 
 
3.11 Рачунарске методе 
3.11.1 Квантна механика 
За проналажење оптималних геометрија квадратно планарних паладијум(II) 
комплекса коришћене су стандардна квантно-механичка DFT метода (Amsterdam density 
functional—ADF2007.01) [161-163] са Воско-Вилк-Нусар (Vosko–Wilk–Nussair, VWN) 
параметризацијом за апроксимацију локалне густине (LDA) и OPBE XC то јест OPTX 
предложеном разменом 2001. године од стране Ханди-Коен (Handy–Cohen) и са 
корелационом корекцијом градијента коју су представили 1996. године Перде-Бурк-
Ерзенхоф (Perdew–Burke–Ernzerhof) [164]. Израчунавања су вршена без ограничења 
симетрије. Различите геометрије појединачних хелатних система (полазећи било од  
кристалних структура или преоптимизованих молекулском механиком) биле су  
оптимизоване до максимума и са вредношћу промене квадратног корена аритметичке 
средине квадрата геометрија испод 0,01 и 0,007 Å. За све атоме коришћене су орбитале 
Слејтеровог типа (STO), базни сет triple-ξ quality са поларизационом функцијом (TZP тип 
IV) из ADF базе. Сви базни сетови су преузети из ZORA приступа (ZORA се односи 
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редовну апроксимацију нултог реда [165-169]). За релативистичке прорачуне са тешким 
атомима попут паладијума, ZORA метод је препоручени приступ. Све оптимизације 
геометрија су вршене применом COSMO солватационог поља (vide infra). ADF 
параметри су коришћени за све COSMO солватационе параметре, заједно са не-
оптимизованим радијусом паладијума r(Pd) = 1,975 Å. Следствени прорачуни 
фреквенција на истом нивоу потврђују да су оптимизоване структуре у основном стању 
без имагинарних фреквенција. QM прорачуни такође су урађени користећи Gaussian 
09A01 електронски пакет [170]. У оквиру ових прорачуна примењени су хибридни 
Бекеов (Becke) три-параметарски измењивачки функционал, заједно са Ли-Јанг-Пар 
(Lee–Yang–Parr) корелационим функционалом (B3LYP) [171,172]. Штутгарт-Дрезден-ов 
(Stuttgart–Dresden) ефективни коренски потенцијал (ECP) у комбинацији са валенционим 
базним сетом (SDD) је коришћен за прорачуне испитиваних система [173-175]. 
Стационарне тачке су окарактерисане као енергетски минимум проценом Хесиан 
(Hessian) индекса на одговарајућим потенцијалним енергетским површинама. Област 
SCF конвергенције (10−8 au) је коришћена за појединачне јединичне (single point) 
прорачуне.  
3.11.2 Докинг метода 
Молекулски докинг лиганада и паладијум(II) комплекса је симулиран на 
тродимензионалним рендгенским структурама Липард (Lippard) DNK додекамер 
дуплекса, PDB код 1AIO (слично 3LPV, 1GPG и 1LU5 структурама) [176], 29-мер 
дуплекс, PDB код 3M3Y [177], Grp78 (PDB код 3ldl) [178]  Hsc70 (PDB код 3fzf ) [179]. 
Секвенца DNK  (у случају 1AIO)  5′-CCTCTGGTCTCC-3′ добијена је после уклањања 
1,2-cis-{Pt(NH3)2}
2+ молекула. 29-мер DNK везан са 10-мер RNK добијен је после 
уклањања дела протеина и пириплатине из 3M3Y молекула. Докинг процеси су 
спроведени применом Autodock 4.2 софтвера опремљеним графичким интерфејсом 
(GUI) Auto-DockTools (ADT 1.5.6rc3) [180]. ADT је искоришћен за подешавање DNK и 
молекула лиганада: Гастајгерове (Gasteiger) шарже су израчунате, молекули воде су 
уклоњени и сви атоми водоника су додати, а неполарни атоми водоника су припојени 
атомима угљеника. 3D структуре и NPA атомске шарже молекула лиганада и 
одговарајућих комплекса добијене су на нивоу B3LYP/SDD/PCM (вода) прорачуна. 
Pdbqt фајле лиганада су генерисане коришћењем Raccoon софтвера [181] како би 
задржале оригиналне NPA шарже. ADT је такође употребљен за генерисање докинг 
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инпут фајли. У свим докинг експериментима је коришћена кутија величине 60 × 60 × 60 
тачака у x, y, и z правцима, а мапе су у центру између:  G30 и G31 база DNK 1AIO (или у 
центру DG18 близу 29-mer из 3M3Y). Размак решетке 0,375 Å (приближно четвртина 
дужине угљеник-угљеник ковалентне везе) и функција удаљености диелектричне 
константе су коришћени за израчунавање енергетских мапа. Педесет рачуна генерисано 
је употребом Lamarckian Genetic Algorithm претраживача. Уобичајена подешавања су 
коришћена са почетном популацијом од 150 насумично постављених јединица, са 
максималним бројем од 2,5 · 105 енергетских евалуација, и максималним бројем 2,7 · 104 
симулација. Одабране су стопе мутације од 0,02 и 0,8. Слободне торзије су примењене 
за све киселине. Изабране су позе са најбољим резултатом вишеструког доковања истих 
једињења. Анализа DNK-комплекс једињења се заснивала на водоничним везама и 
блиским контактима. Вредности слободних енергија везивања (ΔG) и константи 
инхибиције (Ki) су добијени из докинг прорачуна. Kомплекси су оптимизовани квантно-
механичким прорачунима и са Миликеновим (Millikan) шаржама коришћеним у докинг 
процесу. Како јон паладијума у Аутодок (Autodock) програму није параметризован, 
коришћени су параметри за јон мангана. 
 
3.12 MM и QM/MM/MD симулације 
Молекулска динамика је извршена помоћу MCPB приступа [182] са циљем 
параметризације нових паладијум(II) комплекса. За структурно моделирање и анализу 
података је коришћен AmberTools15 [183], док је pmemd.cuda [184,185] у оквиру пакета 
AMBER14 [186] коришћен у MD симулацији. Полазећи од цисплатина-Atox1 димера 
[187] (код 3IWX) и испитиваних моделираних комплекса добијене су полазне структуре 
протеин-лиганд комплекса (HAH1 Atox димер протеина са сваким комплексом 
паладијума). Хетероатоми заједно са молекулима воде су уклоњени из полазне структуре 
3IWX. Полазна испитивана једињења садрже пет различитих Atox1-[PdL]-Atox1 система 
симулираних MM и QM/MM приступима. Добијене су ΔG вредности (MMGBSA и 
MMPBSA методама) на начин описан у наставку. 
За QM прорачуне у процесу параметризације коришћен је Gaussian03 Rev E.01 
[188]. Сваки комплекс оптимизован је на основу B3LYP [171,172,189,190]/SDD [191,192] 
нивоа теорије. Након тога је MCPB.py у оквиру AmberTools15 пакета коришћен за 
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добијање параметара поља силе веза и углова које се односе на централни Pd2+ јон на 
основу QM прорачуна: Равнотежна растојања везе и вредности углова су добијени на 
основу оптимизоване структуре, док су константе силе добијене на основу 
Картезијанових (Cartesian) Хесиан (Hessian) матрица и применом Семинарио (Seminario) 
методе [193]. Торзиони параметри који се односе на централни јон метала су третирани 
као нулти са неким изузецима за које су торзије прилагођене како би се одржала 
планарност [Pd(mdp)]2- и [Pd(obbz)]2- комплекса. Мерц-Колманова (Merz-Kollman) 
популациона анализа [194] је извршена да би се добио електростатички потенцијал на 
основу оптимизоване структуре, током којих је VDW радијус Pd2+ јона третиран са 
вредношћу 1,303 Å, преузет из сета параметара за TIP3P модел воде [195] од Лија и 
сарадника (Lee et. al.) [196]. Antechamber [197] у оквиру AmberTools15 је коришћен за 
RESP (restrained electrostatic potential) подешавање шарже пет комплекса. Преостале везе, 
углови и торзиони параметри (који се не односе на централни Pd2+ јон) за лиганде који 
садрже паладијум базирани су на Оквирном Амбер Пољу Силе (GAFF) [180] са верзијом 
1.8, док је протеински систем симулиран уз употребу параметара ff14SB поља силе. 
Квалитет добијеног поља силе за лиганде тестиран је на основу прорачуна RMSD 
вредности између QM оптимизоване и ММ минимизиране структуре. 
ММ минимизирање је извршено помоћу NAB (Nucleic Acid Builder) модула у оквиру 
AmberTools15: прва минимизација је изведена употребом коњугованог алгоритма 
минимизације са критеријумом конвергенције енергетског градијента од 5 · 10-5 kcal·mol-
1·Å-1 и максимално 20000 корака, затим још једно минимизирање извршено помоћу 
Њутн-Рапсон (Newton-Raphson) алгоритма са критеријумом конвергенције енергетског 
градијента од 2 · 10-12 kcal·mol-1·Å-1 и максимално 50 корака. На основу прве 
параметризације RMSD вредности ММ минимизираних структура [Pd(mda)]2-, 
[Pd(mdp)]2-, [Pd(obap)]-, [Pd(obbz)]2- и [Pd(apox)] лиганада биле су 0,54, 0,26, 0,64, 0,87, и 
0,15 Å, у односу на QM оптимизоване. Затим су неки диедарски параметри кооориговани 
у [Pd(mda)]2-, [Pd(obap)]- и [Pd(obbz)]2- комплексима како би боље задржали планарност 
и при томе смо смањили RMSD на 0,36, 0,16, и 0,19Å. Да би се потврдила 
параметризација, изведене су анализе ММ нивоа и упоређене са QM добијеним 
резултатима. Добијени су R2 фактори линеарног слагања [Pd(mda)]2-, [Pd(mdp)]2-, 
[Pd(obap)]-, [Pd(obbz)]2- и [Pd(apox)]  комплекса 0,9898, 0,9897, 0,9877, 0,9778 и 0,9933.  
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На основу најбоље рангираних структура из Аутодока (Autodock) [181,198] 
припремљене су полазне структуре протеин-лиганд комплекса (Atox1 димер протеина са 
сваким комплексом паладијума). Правоугаона кутија TIP3P34 са водом као растварачем 
(~75 Å х 72 Å х 50 Å) се користила за солватисање система молекулима воде најмање 1,5 
Å удаљеним од протеина. Позитивно наелектрисање система неутралисано је 
присуством Cl- јона са VDW параметрима преузетим од Лија (Lee et. al.) [199]. 
Геометрија солватисаног протеин-лиганд комплексног система оптимизована је кроз 
четири фазе минимизације. Извршено је 1000 корака најригорозније минимизације, као 
и 1000 корака коњуговане минимизације за сваку од прве три фазе. Ограничење од 200 
mol·kcal-1·Å-2 је додато свим атомима у протеин-лиганд комплексу у првој фази, тешким 
атомима у протеин-лиганд комплексу у другој фази, а леђним C, CA и N атомима у 
протеину и тешким атомима у комплексу у трећој фази. Четврта фаза минимизирања 
извршена је у 2000 корака најригорозније минимизације и после тога 3000 корака 
коњугованог минимизирања са 20 mol·kcal-1·Å-2 ограничења леђних N, CA и C атома, као 
и тешких атома у лигандима. Након тога MD симулација у трајању од 1 ns је изведена у 
NVT условима како би се систем загрејао од 0 до 298,15 К, затим је систем уравнотежен 
за време од 1 ns на 298,15 К, такође у NVT условима. Након тога, да би се урадила 
корекција густине и даље уравнотежење система додатна 1 ns MD симулације је изведена 
на 298,15 К и 1 атмосфери у NPT условима. Ове MD симулације су урађене са 
ограничењима од 10 mol·kcal-1·Å-2 на бочним N, CA и C атомима протеина као и тешким 
атомима комплекса, у односу на почетне структуре сваке фазе. На крају, 20 ns 
молекулске динамике извршено је на 298,15 К у NVT условима без икаквих ограничења. 
За даљу анализу сачувани су конформациони резултати за сваких 10 ps динамике са 
укупно прикупљених 2000 узорака. Резултати претходних истраживања [200] указују да 
би више независних узорковања могли понудити боље резултате. Овде смо поставили 10 
независних рачуна за сваки комплекс. За време од 200 ns динамике прикупљено је укупно 
20000 узорака за сваки комплекс. За електростатичке интеракције ширег домета 
коришћен је Евалдов (Ewald) приступ мреже честица (PME) [201-203], уз периодични 
гранични услов и уз границу домета интеракција од 8 Å током трајања симулације. 
SHAKE [204] је коришћен да би смо ограничили дужине веза тешких атома и атома 
водоника са толеранцијом од 10-5 Å, док је алгоритам три тачке коришћен за молекуле 
воде [205]. Температура је контролисана Лангевиновим (Langevin) алгоритмом са 
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фреквенцијом судара од 1,0 ps-1 у свим MD симулацијама. Притисак је контролисан 
помоћу Берендсеновог (Berendsen) баростата [206] са временом релаксације притиска од 
1,0 ps у NPT кораку постизања равнотеже. 
Применом MMGBSA и MMPBSA метода за добијање промене енталпија 
везивања лиганада на основу 2000 корака израчунате су слободне енергије везивања. 
Промена ентропије везивања добијена је применом нормализованог метода анализе 
лиганада на основу 1/10 од 2000 корака. Анализа MMGBSA вршена је применом 
модификованог GB модела Онуфриева и сарадника (Onufriev et. al.) [207] са 
концентрацијом соли од 0,1 М. MMPBSA анализа је изведена у условима 0,1 М јонске 
силе, 0,005 kcal/mol·Å2 површинског напона и без корекције доприноса слободне 
енергије из неполарних интеракција. Нормализован метод анализе је изведен у условима 
0,1 М јонске силе на 298,15 К са GB моделом Хокинса и сарадника (Hawkins et. al.) [208]. 
3.12.1 QM/MM 
Применом PM6 семи-емпиријске QM методе [209] третирани су [PdL] комплекси 
паладијума и бочни ланац атома четири суседна CYS остатка (смештени у QM област), 
док је други део система представљен AMBER ff14SB пољем силе [210]. Просечна 
конформација класичне MD симулације узета је као полазна структура за QM/MM 
прорачуне. Изведено је 3 x 300 ps узорковања на 300 К без икаквих ограничења. Три 
корака симулације су извршена у NVT условима. У овим симулацијама је коришћен 
временски корак од 2 fs, и Лангевинов (Langevin) термостат за контролу температуре са 
фреквенцијом судара третираном са 1 ps-1. Редовни PME приступ је коришћен за процену 
удаљених QM-QM и MM-MM електростатичких интеракција, док су обе QM и MM 
електростатичке енергије као и QM-QM сила дугог домета израчунате на основу QM 
компатибилне PME методе. SHAKE је коришћен за све везе које укључују атоме 







 Експериментални део 
53 
 
3.13 Рендгенска структурна анализа 
3.13.1 Рендгенска структурна анализа K2H2obbz лиганда (5) 
Монокристали лиганда димензија 0,20 x 0,20 x 0,40 mm3 снимани су SMART 
APEX дифрактометром опремљеним CCD детектором, МоКα зрачењем (λ = 0,71073) и 
корекцијом апсорпционих ефеката према SADABS процедури [211]. Фазни проблем је 
решен директним методама, а структуре рафинисане full-matrix методом најмањег 
квадрата на свим F2 користећи SHELXL97 [212] имплементиран у програмском пакету 
WINGX [213]. Фактори расипања неутралног атома узети су из међународне табеле за 
рендгенску кристалографију [214]. Слике структура добијене су коришћењем ORTEPIII 




3.13.2 Рендгенска структурна анализа K2[Pd(mda)] · H2O комплекса (1) 
Одговарајући, жуто обојени кристали облика паралелопипеда су добијени 
прекристализацијом из воде. Кристал димензија 0,21 x 0,20 x 0,08 mm3 је монтиран на 
врху стакленог влакна и изнивелисан на Bruker SMART APEX CCD дифрактометру 
[216]. Укупно 1800 узорака је сакупљено за време излагања од 10,0 секунди по узорку. 
Укупно време прикупљања података било је 8 h. Коначна јединична ћелија је добијена 
након интеграције 6222 рефлексија из xyz центроида. Подаци интензитета  су кориговани 
Табела 1. Основни кристалографски подаци и параметри рафинисања структуре  K2H2obbz 
лиганда 
Формула K2H2obbz α/° 90,00 
Хемијска формула C8H5KNO4 β/° 90,00 
Молекулска маса 218,23 γ/° 120,00 
Тачка топљења /K 293(2) Запремина јединичне ћелије /Å3 4448,1(17) 
λ / Å MoKα ,  0,71073  Густина / Mg m−3 1,466 
Димензије кристала /mm 0,20 x 0,20 x 0,40 Број сакупљених рефлексија 10544 
Кристални систем Тригоналан Број независних рефлексија 2281 
Просторна група R3̄  Rint 0,090 
a/Å 28,145(4) Број употребљених рефлексија (I> 2σ(I)) 958 
b/Å 28,145(4) R1 0,0781 
c/Å 6,484(1) wR(F2)  0,3043 
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за Лоренцове (Lorenz) и поларизационе ефекте уз варирање скале за пропадање и 
апсорпцију: примењена је корекција апсорпције вишеструким-скенирањем, на основу 
интензитета симетрије-везаних рефлексија мерених по различитим угаоним 
подешавањима и свођењем на Fo2. Програмски пакет SHELXTL је коришћен за 
одређивање просторне групе (XPREP) [216]. Јединична ћелија је идентификована као 
моноклинична, а просторна група као P21/a. Структура је решена применом директних 
метода SIR-97 [217]. Сви прорачуни рафинисања су вршени на HP XW6200 (Intel XEON 
3.2 Ghz)/Debian-Linux рачунару на Гронинген Универзитету применом програмских 
пакета SHELXL [212] (рафинисање методом најмањих квадрата). Kристалографски 
подаци и параметри рафинисања су наведени у табели 2. 
 
Табела 2. Основни кристалографски подаци и параметри рафинисања структуре 
комплекса K2[Pd(mda)] · H2O 
Формула K2[Pd(mda)]·H2O α / ° 90,00 
Емпиријска формула C7H8N2O7PdK2 β / ° 103,671(1) 
Молекулска маса 416,77 γ / ° 90,00 
Тачка топљења /K 100(1) Запремина јединичне ћелије /Å3 1184,44(13) 
Димензије кристала /mm 0,21 x 0,20 x 0,08 Густина / g сm−3 2,405 
Кристални систем Моноклиничан Број сакупљених рефлексија 10447 
Просторна група P21/a, 14 Број независних рефлексија 2900 
a / Å 7,2535(5) Број употребљених рефлексија  2680 
b / Å 18,026(5) R1 0,0469 
c / Å 9,3228(5) wR(F2)  0,1331 
 
3.13.3 Рендгенска структурна анализа KН[Pd(obap)]2 · 3H2O комплекса (4) 
Монокристал димензија 0,254 × 0,086 × 0,064 mm3 комплекса је постављен на 
стаклено влакно Oxford Diffraction Gemini S четворокружног гониометра опремљеног 
Sapphire CCD детектором. Растојање кристал-детектор  је 45,0 mm, а за експеримент је 
коришћено монохроматско графитно зрачење МоКα (λ = 0,71073 А). Структура је решена 
коришћењем директне методе Sir 97 програма [216,218] и рафинисана применом full-
matrix методе најмањих квадрата на F2 употребом SHELXL-97 програма [219] 
имплементираног у WinGX програмском пакету [213]. Не-водонични атоми су 
рафинисани анизотропно. У завршној фази рафинације, Н атоми су геометријски 
позиционирани и рафинисани применом модела јахача са заменом фиксних изотропних 
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параметара (са изузетком оних који су укључени у неодређени молекул, па не могу бити 
позиционирани на овај начин). Доприноси из неодређеног молекула воде су уклоњени 
рутинском применом SQUEEZE (PLATON) [220] и резултат прорачуна је везан за CIF 
фајлу. Рафинисање 5463 посматраних рефлексија достигло је индекс неслагања R = 
0,0763. Накнадна разлика Фуриерове (Fourier)  мапе показала је регионе преостале 
електронске густине (највиша вредност = 4,6 e Å−3), углавном сведене на шупљине. Ова 
чињеница је протумачена као неодређености растварача (вода). Моделирали смо ове 
прилично изражене пикове електронске густине, као што су густине атома кисеоника из 
воде Ow, OwA, OwB.  
 
Табела 3. Кристалографски подаци и параметри рафинисања структуре комплекса  
KН[Pd(obap)]2 · 3H2O 
Формула KН[Pd(obap)]2 · 3H2O α / ° 71,249(5) 
Емпиријска формула C24 H25 KN6 O11 Pd2 β / ° 77,923(5) 
Молекулска маса 825,40 γ / ° 76,403(5) 
Тачка топљења /K 293(2) Запремина јединичне ћелије /Å3 1548,9(12) 
Димензије кристала /mm 0,254 x 0,086 x 0,064 Густина / Mg m−3 1,770 
Кристални систем Триклиничан Брос сакупљених рефлексија 10061 
Просторна група P -1 Број независних рефлексија 5463 
a / Å 7,873(5) Rint 0,0385 
b / Å 13,741(5) Број употребљених рефлексија (I> 2σ(I)) 417 
c / Å 15,723(5) R1 0,0763 
  
wR(F2)  0,2047 
 
Ueq вредност једног Ow атома у односу на просечну Ueq вредност за не-
водоничне атоме је висока, али нисмо се бавили тиме јер није од значаја. 
Кристалографски подаци и  параметри рафинисања су дати у табели 3.  
3.13.4 Рендгенска структурна анализа K2[Pd(mdp)] · H2O комплекса (8) 
Лаганим испаравањем воденог раствора на собној температури добијени су 
монокристали комплекса. Кристалографски подаци су прикупљени помоћу SMART 
APEX дифрактометра опремљеног CCD детектором, МоКα зрачењем (λ = 0,71069) и 
корекцијом апсорпционих ефеката према SADABS процедури [211]. Фазни проблем је 
решен директним методама и структуре су рафинисане full-matrix методом најмањег 
квадрата на свим F2 користећи SHELXL97 [212] имплементиран у програмском пакету 
WINGX [213]. Фактори расипања неутралног атома узети су из међународне табеле за 
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рендгенску кристалографију [214]. Слике структура су добијене коришћењем ORTEPIII 
[215] програма. Кристалографски подаци, као и параметри рафинисања су дати у табели 
4. 
 
Табела 4. Кристалографски подаци и параметри рафинисања структуре комплекса  
K2[Pd(mdp)] · H2O 
Формула K2[Pd(mdp)] · H2O α / ° 90,00 
Хемијска формула C9 H12 K2 N2 O7 Pd β / ° 97,40 
Молекулска маса 444.81 γ / ° 90,00 
Тачка топљења / K 293(2) Запремина јединичне ћелије /Å3 685,3(8) 
λ / Å MoKα ,  0,71073 Густина / Mg m−3 2,156(3) 
Димензије кристала / mm 0,20 x 0,40 x 0,50 Броj сакупљених рефлексија 11082 
Кристални систем Моноклиничан Број независних рефлексија 2255 
Просторна група P21/m Rint 0,027 
а / Å 4,222(3) Број употребљених рефлексија (I> 2σ(I)) 2113 
b/ Å 17,471(11) R1 0,0192 







4. РЕЗУЛТАТИ  
4.1 Синтеза амидних лиганада оксалне и малонске киселине и одговарајућих комплекса 
паладијума(II) 
У оквиру ове дисертације синтетисани су тетрадентатни лиганди карбоксамидног 
типа као и одговарајући комплекси паладијума(II). Присуство пептидне везе, иначе 




Шема 5. Синтеза тетрадентатних H4mda и H4obp лиганада и одговарајућих комплекса 
паладијума(II) 
 
Код комплекса паладијума(II) са овим типом лиганада граде се веома стабилне везе 
остварене путем координације амидног атома азота и јона паладијума(II) и лабилне везе 




Као што је приказано шемом 5 тетрадентатни N2O2 лиганди (H4mda и H4obp) 
синтетисани су у реакцији етанолног раствора диетилмалоната/диетилоксалата са 
неутралисаним воденим раствором глицина или β-аланина у моларном односу 1:2.  
У наредној фази, ове дисертације, у бочни низ деривата оксалне киселине уведено 
је ароматично језгро и диамински ланац и тиме је добијен лиганд N3O хромофоре 




Шема 6. Синтеза тетрадентатних H3obap и H2apoх лиганада и одговарајућих комплекса 
паладијума(II) 
 
Прва фаза реакције подразумевала је синтезу интермедијера (етил оксамат 
бензоеве киселине) у реакцији етил-оксалил-хлорида са антранилном киселином. У 
другој фази лиганд је синтетисан кондензацијом добијеног интермедијера са 1,3-
пропандиамином присутним у вишку (Шема 6). Лиганд је исталожен из реакционе смеше 
без подешавања рН вредности.  
Тетрадентатни –N–N–N–N– лиганд (H2apox) је добијен у реакцији раствора 1,3-
пропандиамина (апсолутни етанол) са етил оксалил хлоридом (Шема 6).  
Резултати испитивања цитотоксичне активности претходно синтетисаних 
једињења указали су да деривати малонске киселине са аминокиселинским остацима у 
бочном ланцу показују бољу биолошку активност од деривата оксалне киселине. У том 




прстен, док смо структуру H3obap лиганда модификовали увођењем још једног 
ароматичног језгра(остатак антранилне киселине). Синтеза модификованих лиганада 




Шема 7. Синтеза H4obbz и H4mdp лиганада и одговарајућих комплекса 
паладијума(II) 
 
Лиганд H4obbz синтетисан је према раније објављеној процедури Кана и 
сарадника (Kahn et. al.) [128]. Растворени лиганд у присуству раствора калијум-
хидроксида кристалисао је као дикалијумова со, 2,2'-[(1,2-диоксоетан-1,2-диил) 
диимино] дикарбоксилне бензоеве киселине (K2H2obbz) у облику погодном за 
рендгенску структурну анализу.  
У реакцији етанолног раствора диетилмалоната са β-аланином добијен је нови 
лиганд (H4mdp). Смеша је рефлуктована три сата. Лиганд је исталожен подешавањем рН 
вредности раствором 6 М хлороводоничне киселине.  
Синтезе одговарајућих комплекса паладијума(II) у реакцијама добијених 
лиганада и K2PdCI4 приказани су шемама 5, 6 и 7. 
За сва синтетисана једињења урађена је елементална микроанализа (Табела 5). 




формуле (дато у експерименталном делу), а у случају паладијум(II) комплекса 
подржавају квадратно планарну геометрију. Молекулска структура неких синтетисаних 
једињења потврђена је рендгенском структурном анализом. 
 
Табела 5. Резултати елементалне микроанализе синтетисаних једињења 
 




Нађено (израчунато %) 
C H N 
H4mda Бела 38,46 (38,52) 4,28 (4,65) 12,58 (12,81) 
K2[Pd(mda)]·H2O Жута 20,58 (20,17) 1,68 (1,93) 6,35 (6,72) 
H4obp Бела 42.00 (41,38) 5,28 (5,21) 11,92 (12,06) 
K2[Pd(obp)] Жута 22,95 (23,28) 2,23 (1,95) 6,68 (6,79) 
H3obap Бела 54,35 (54,33) 5,79 (5,70) 16,12 (15,84) 
KH[Pd(obap)]2·3H2O Жута 34,67 (34,89) 3,95 (3,03) 11,05 (10,17) 
H2apox Бела 47,12 (47,51) 9,05 (8,97) 27,30 (27,70) 
[Pd(apox)] Жута 31,02 (31,33) 5,33 (5,26) 17,98 (18,27) 
H4obbz Бела 57,86 (58,54) 3,52 (3,68) 8,49 (8,53) 
K2[Pd(obbz)] Жута 38,58 (37,76) 2,56 (1,58) 5,93 (5,51) 
H4mdp Бела 43,26 (43,90) 4,96 (5,73) 11,04 (11,38) 
K2[Pd(mdp)]· H2O Жута 23,85 (24,32) 2,63 (2,70) 6,15 (6,29) 
 
 
4.2 Рендгенска структурна анализа синтетисаних једињења 
Погодни кристали K2H2obbz лиганда и паладијум(II) комплекса са H4mda, H3obap 
и H4mdp лигандима скенирани су рендгенском дифаркционом анализом. На овај начин 
одређене су структуре K2H2obbz, K2[Pd(mda)] · H2O, KH[Pd(obap)]2 · 3H2O и K2[Pd(mdp)] 
· H2O молекула. У експерименталном делу су дати кристалографски подаци (Табеле 1, 2, 
3 и 4), а дужине и углови веза у табели 6.  
Идентификација атома, конфигурација анјонског остатка, као и паковање 











Табела 6. Дужине (Å) и углови (°) веза синтетисаних паладијум(II) комплекса и K2H2obbz лиганда 























































































Слика 16. Ortep дијаграм молекулске структуре и паковања кристала (a) комплекса, 
K2[Pd(mda)] · H2O (1); паковање кристала унутар јединичне ћелије (b) комплекса, 








Слика 17. Ortep дијаграм молекулске структуре и паковања кристала (a) лиганда, 
K2H2obbz (5a); паковање кристала дуж c осе и (b) комплекса, K2[Pd(mdp)] · H2O (8); 
паковање кристала дуж осе a  
 
4.3 Хемија водених раствора  
4.3.1 Константе протоновања синтетисаних лиганада и нуклеозидних анјона и 
константе формирања одговарајућих комплекса са јоном паладијума(II)  
Протоновање лиганада и нуклеозидних анјона, као и комплексирање јона 
паладијума(II) извршено је према процедури описаној у експерименталном делу. 
Добијени резултати су обрађени рачунски Hyperquad2006 програмом. У табели 7 су 
приказане израчунате вредности константи протоновања и константи стабилности 








Табела 7. Константе протоновања лиганада L (mda, obp, mdp, obap, apox или A) и константе 
стабилности бинарних система PdL (mda, obp, mdp, obap, apox или A) на 25 °C у 0,1 М NaCI 
Log βp,q,rb 
Pd2+ 
 L A 
Врсте (p,q,r)a  mda obp mdp obap apox Ado Cyt 
(0, 1, 1) 11,49 (9) 11,84 (5) 10,90(7) 9,85 (3) 10,05 (4) 3,52 (2) 4,11 (1) 
(0, 2, 1) 23,51 (5) 23,52 (3) 22,39(3) 18,64 (3) 18,91 (4) - - 
(0, 3, 1) 27,27 (5) 28,18 (3) 2,07(3) 21,60 (6) - - - 
(0, 4, 1) 30,36 (5) 32,11 (3) 30,86(3)     
(1, 1, 1) 24,66 (2) 25,67 (2) - - - - - 
(1, 2, 1) - - 27,70(8) 24,85 (9) 24,86 (6) - - 
(1, 0, 1) 22,52 (3) 22,57 (2) 20,35(6) 14,38 (8) 15,89 (4) 14,20 (4) 6,73 (4) 
(1, -1, 1) 10,78 (6) 13,48 (4) 16,28(8) 6,67 (4) 6,60 (7) 5,77 (8) - 
(1, -2, 1) - 2,73 (5) 5,89(9) - - - -4,59 (5) 
(1, 0, 2) - - - - - 18,42 (8) 11,43 (2) 
(1, -1, 2) - - - - - 9,59 (9) 5,68 (4) 
(2, 2, 1) - - - - 30,19 (9) - - 
(2, 0, 1) - - - 20,85 (9) 22,94 (8) - - 
(2, -1, 1) - - - 16,11 (7) 18,65 (7) - - 
(2, -2, 1) - - - - 11,41 (6) - - 
Статистика χ2= 12,87 χ2= 11,94 χ2=12,05 χ2= 12,3 χ2= 13,8 χ2= 12,7 χ2= 14,8 
s = 1,60 s = 1,19 s=1,58 s = 1,98 s = 1,37 s = 2,02 s = 1,67 
a p,q и r су стехиометријски коефицијенти који одговарају Pd(II), H+, mda/obp/mdp/obap/apox или A 
bстандардне девијације дате су у заградама 
 
 
Константе стабилности тернарних комплекса који су формирани између паладијума(II), 
L и A (према општој равнотежи описаној у експерименталном делу) дате су у табели 8.  
4.3.2 Хемијско-биолошка испитивања 
Општи облик, особине и потенцијал молекула који се уносе у ћелијску 
цитоплазму дала су нам хемијска испитивања. Истраживања хемијско-биолошких и 
биолошких својстава синтетисаних једињења имала су за циљ да се утврди њихова 
биолошка активност. Испитивана је цитотоксична активност на малигним ћелијама, 
интеракције комплекса са молекулима DNK и HSA, као и утврђивање природе смрти 
ћелија применом Вестерн блот анализе и анализе проточне цитометрије. Општа 
резистентност ћелија праћена је одређивањем енергије слободног везивања између [PdL] 








4.3.2.1 Флуоресцентна спектроскопија 
Испитивање интеракција између синтетисаних комплекса и молекула HSA 
вршено је снимањем флуоресцентних емисионих спектара. Флуоресцентни емисиони 
спектри HSA снимани су у одсуству и присуству различитих концентрација [PdL] (L = 
obap, mda или mdp) комплекса. У табели 9 су дате одговарајуће Стерн-Волмерове 
константе гашења (KSV) добијене за [PdL]-HSA комплексе и бимолекулске константе 
гашења (Kq). На основу спектралних података одређене су и константе везивања (Ка) и 
број везујућих места (n) (Табела 9). 
 
Табела 9. Параметри гашења флуоресценције и параметри везивања код интеракције комплекса [PdL] са 








 (×104 M) 
n Ra Референце 
[Pd(obap)]- 2,73 2,73 0,9966 5,56 1,06 0,9934 127 
[Pd(mda)]2- 3,23 3,23 0,9752 2,11 0,97 0,9679 127 
[Pd(mdp)]2- 6,23 6,23 0,9928 3,89 0,96 0,9895 128 
a R линеарни корелациони коефицијент 
 
На основу емисионих спектара DNK и спектара EB-DNK комплекса у одсуству и 
присуству [PdL] (L = mdp, mda или obap) одређене су константе везивања синтетисаних 
комплекса за DNK и за EB-DNK комплекс (Табела 10). 
 
 
Табела 8. Константе стабилности тернарних комплекса Pd(II), M = Pd(II), L = mda, obap или apox и A = 






mda Obap apox 
Guo Ado Cyt Ado Cyt 
(0, 2, 0, 1) 11,25 (6) - - - - 
(0, 1, 0, 1) 9,13 (4) - - - - 
(1, 3, 1, 1) - 39,89 (6) - 39,08 (5) - 
(1, 2, 1, 1) - - 31,47 (8) - 31,46 (5) 
(1, 1, 1, 1) - 29,33 (4) 26,48 (7) 29,90 (1) 26,25 (6) 
(1, 0, 1, 1) 30,14 (7) 21,24 (5) 20,29 (4) 21,74 (2) 19,05 (2) 
(1, 0, 1, 2)         34,25 (8) - - - - 
(1, -1, 1, 1) 20,89 (9) 11,38 (8) 11,39 (6) 12,42 (3) 10,91 (8) 






Табела 10. Константе везивања DNK (Kb) и број везивних места (n) за 
комплексе [PdL] (L = mdp, mda и obap) 
 
Комплекс 
У одсуству EB У присуству EB 
Ka (M-1) n Ka (M-1) n 
[Pd(mdp)]2- 4,7 · 104 1,2 1,4 · 104 1,2 
[Pd(mda)]2- 2,1 · 105 1,0 8,5 · 104 0,9 
[Pd(obap)]- 2,6 · 104 1,1 9,8 · 103 1,0 
 
 
4.3.2.2 UV-Vis спектроскопија 
Апсорпциона спектроскопија је је врло једноставна, али ефикасна метода која се 
користи за истраживање структурних промена које се дешавају приликом формирања 
комплекса. Такође, на основу добијених резултата UV-Vis спектроскопије могу се 
израчунати константе стабилности (везивања) комплекса. 
У овим студијама праћена је промена UV-Vis спектара DNK у одсуству и 
присуству [PdL] комплекса, за различите [комплекс]/DNK] односе (r) (описано у 
експерименталном делу). Израчунате вредности Kb дате су у табели 11. 
 
Табела 11. Константе везивања DNK (Kb) и Стерн-Волмерове константе (Ksv) за 
комплексе [PdL] (L = mdp, mda и obap) израчунате на основу UV-Vis спектара 
 
 
of Pd ( 
 
Комплекс 







[Pd(mdp)]2- 3,3 · 104 5,4 · 103 5,4 · 1011 2,9 ·103 2,9 · 1011 
[Pd(mda)]2- 3,5 · 105 3,2 · 105 3,2 · 1013 2,3 · 105 2,3 · 1013 








4.4 In vitrо цитотоксична активност 
4.4.1 MTT тест цитотоксичности 
Цитотоксична активност лиганада синтетисаних у првој фази, као и 
одговарајућих комплекса паладијума(II) испитивана је на четири хумане ћелијске линије: 
хроничне мијелоидне леукемије (K562), хуманог аденокарцинома цервикса (HeLa), 
меланома (Hs294T) и фибробластима плућа хуманог фетуса (MRC-5).  
Касније синтетисани паладијум(II) комплекси испитивани су на више хуманих 
малигних ћелијских линија, а пре свега хуманом аденокарциному цервикса (HeLa), 
линије која је дала најбоље резултате у случају првобитно систетисаних система. 
Испитивања су вршена и на хуманом аденокарциному дојке (MCF-7), хуманом 
карциному плућа (А549) и хуманом колоректалном аденокарциному (HT-29). 
Цитотоксична активност синтетисаних лиганада и одговарајућих комплекса 
паладијума(II) испитивана је применом стандардног МТТ теста 48 h након третмана 
ћелија. Комерцијални антитуморни агенси, цисплатина (cisplatin), карбоплатина 
(carboplatin) и доксорубицин (DOX) су коришћени као референтна једињења (Табела 12).  
Одговор ћелијске линије К562 био је слаб, како на комерцијалне лекове платине 
тако и на испитивана једињења. Према IC50 вредностима, само H4mda индукује 
инхибицију раста од 50% при концентрацији од 0,01 М, док су остала једињења била 
активна при много вишим концентрацијама (≥ 10 М). Највећу осетљивост према свим 
испитиваним једињењима показала је HeLa ћелијска линија. У поређењу са 
карбоплатином, једињења H4mda и одговарајући комплекс паладијума(II) су била 
приближно 103–3 · 103 пута активнија на HeLa ћелијама. Лиганд H4obp и одговарајући 
комплекс паладијума(II) показали су 1,5 до 2 пута већу активност у поређењу са 
карбоплатином. Сва једињења, осим K2[Pd(obp)] комплекса, показују високу активност 
при најнижим концентрацијама у поређењу са оба једињења платине. За цео спектар 
концентрација киселине су задржале сличну и умерену активност. Hs294T ћелије су 
показале мању осетљивост на једињења платине у односу на HeLa ћелије. Hs294T ћелије 
су осетљивије на сва испитивана једињења у поређењу са карбоплатином.  
И у случају касније синтетисаних једињења HeLa је показала највећу осетљивост. 
H4obbz је показао јаку цитотоксичност према HT-29 и HeLa ћелијским линијама 




ћелијским линијама. Комплекс K2[Pd(obbz)] је умерено активан према HeLa, а H4mdp 
лиганд према А549 ћелијској линији. Значајну цитотоксичну активност према 
испитиваним ћелијским линијама (MCF-7, А549, HT-29 и HeLa) показује само 
K2[Pd(mdp)] · H2O, док [Pd(apox)] показује мању активност. H2apox инхибира раст А549 
ћелијске линије слично референтном једињењу, а показао је 4 пута јачи цитотоксични 
ефекат на HT29 линију. H3obap је активан само на ћелијама хуманог аденокарцинома 
цервикса, док KH[Pd(obap)]2 · 3H2O има снажну антипролиферативну активност према 
овој, али и према MCF-7 ћелијској линији. Ови резултати указују да синтетисани лиганди 
и паладијум(II) комплекси имају побољшане антипролиферативне ефекте на неким 
хуманим ћелијским линијама. Битно је истаћи да је само H4obp лиганд био активан према 
здравим ћелијским линијама (MRC-5). 
 




A549 HT29 HeLa MRC-5 
cis Pt >100 10,02 - - - 2,02 0,48 
carbo Pt 100 25,61 - - - 13,45 3,96 
H4mda 0,004 22,55 - - - 0,01 >100 
H4obp 19,43 0,90 - - - 8,78 0,21 
K2[Pd(mda)]·H2O 74,05 0,24 - - - 0,004 >100 
K2[Pd(obp)] 30,04 5,65 - - - 6,38 >100 
H4obbz (C) - - >100 >100 0,36 0,63 >100 
K2[Pd(obbz)] (D) - - >100 >100 >100 42,86 >100 
H4mdp (E) - - >100 21,26 >100 >100 >100 
K2[Pd(mdp)]·H2O (F) - - 8,42 0,75 4,24 6,83 >100 
H2apox (G) - - >100 8,16 2,09 >100 >100 
[Pd(apox)] (H) - - 57,39 16,27 18,9 17,39 >100 
H3obap (I) - - >100 >100 >100 19,18 >100 
KH[Pd(obap)]2·3H2O (J) - - 2,21 >100 >100 1,19 >100 
Doxorubicin (B) - - 0,75 7,86 0,32 1,17 0,12 
* IC50 концентрација једињења која инхибира раст ћелије за 50% у поређењу са нетретираном контролом. Вредности 
потичу од три независна експеримента. Коефицијенти варијације су мањи од 10%. 
 
Антипролиферативна и проапоптотска активност [Pd(apox)] комплекса [222] 
испитивана је и у комбинацији са метанолним екстрактом L. vulgare на HCT-116 
ћелијској линији МТТ тестом. Коришћене су различите комбинације [Pd(apox)] 




највећи потенцијал за смањење вијабилности HCT-116 ћелија. Комбиновани тестови су 
изведени коришћењем одговарајућих концентрација метанолног екстраката L. vulgare (1, 
50, 100 и 250 μg/ml) са одговарајућим концентрацијама [Pd(apox)] комплекса (100 и 250 
μM). Вијабилност ћелија мерена је после 24 h (за ћелије третиране [Pd(apox)] комплексом 
након 3 и 6 h  од изложености ћелија биљном екстракту) и после 72 h (за ћелије третиране 
[Pd(apox)] комплексом након 24 h од изложености ћелија биљним екстрактима). 
Резултати МТТ теста указују да L. vulgare екстракти у комбинацији са [Pd(apox)] 
комплексом имају повећан ефекат инхибиције раста HCT-116 ћелијске линије. Додавање 
[Pd(apox)] комплекса значајно смањује IC50 вредности (рачунато у односу на 
концентрацију биљног екстракта), иако индивидуални третман комплексом указује на 
веома слабу антипролиферативну активност. Најбоља антипролиферативна активност је 
детектована у комбинацији са биљним екстрактом (250 μМ [Pd(apox)]) након третмана 
после 72 h, када IC50 вредности износе чак 4,8 ± 0,6. 
4.4.2 Western blot анализа 
Резултати елктрофоретске Вестерн блот анализе указују да тестирана једињења 
битно утичу на експресију протеина. На слици 18 се види значајна промена укупног 
износа Bcl-2 протеина у односу на контролу. Експресија Bcl-2 је виша у узорцима F-I, а 
Bax протеина је повећана од стране свих тестираних супстанци, у поређењу са 
доксорубицином. Испитивани комплекси и лиганди (Слика 18) повећавају експресију 
каспазе-3, што јасно указује на њено учешће у процесима апоптозе третираних ћелија. У 
случају тестираног лиганда H4obbz забележен је мањи утицај на ћелијски садржај 
каспазе-3. H3obap индукује највишу експресију каспазе у односу на сва тестирана 
једињења и контролу. Анализа је такође показала протеолитичко цепање PARP у HeLa 
ћелијама након третмана са свим испитиваним супстанцама, у зависности од њихове 
структуре. KH[Pd(obap)]2 · 3H2O индукује PARP цепање највећој мери (Слика 18). 
4.4.3 Ефекат H4obbz и K2[Pd(mdp)] · H2O једињења на апоптозу HeLa ћелијске линије 
Резултати добијени МТТ тестом цитотоксичности потврђени су применом 
флуоресцентне микроскопије AO/EB двоструко обојених ћелија на испитиваним 








Слика 18. десно: Експресија протеина апоптозом-испитивана Вестерн блот анализом, 
лево: Графички приказ дензитометрије података експресије протеина добијене WB 
анализом и обрађен ImageJ компјутерским програмом; А: Нетретиране ћелиј е 
(контролни узорак) 
 
4.4.4 Проточна цитометрија 
4.4.4.1 V/7-AAD бојени тест 
 Да би смо истражили начин на који одређена једињења индукују смањење 
одрживости HeLa ћелијске линије, природа ћелијске смрти је процењивана на основу 
Annexin V/7-AAD бојеног теста. Како су комплекс и лиганд (K2[Pd(mdp)] · H2O и H4obbz) 
показали највећу цитотоксичност према испитиваним ћелијским линијама, ова једињења 
смо користили за даља тестирања. HeLa ћелије су третиране 48 h са IC50 







Слика 19. Различити подскупови апоптотских ћелија мерени AO/EB флуоресцентним 
бојењем. HeLa ћелије су третиране са IC50 концентрацијама K2[Pd(mdp)] · H2O и H4obbz 
48 h. Вијабилне ћелије (VC) имају зелена једра дефинисане структуре, рано апоптотске 
ћелије (ЕА) имају светло зелена и касно апоптотске ћелије (LA) светло наранџаста до 
црвена једра кондензованог или фрагментисаног хроматина 
 
4.4.4.2 Утицај K2[Pd(mdp)] · H2O и H4obbz на поделу ћелијског циклуса HeLa ћелија 48 h  
Третман HeLa ћелија са K2[Pd(mdp)] · H2O и H4obbz једињењима резултирао је 
значајним смањењем процента ћелија у S фази заједно са пратећом акумулацијом ћелија 
спојених у фази G0/G1. Третман са испитиваним једињењима скоро у потпуности је 
зауставио синтезу DNK као скоро несталу S фазу, а број ћелија у S фази био је практично 
немерљив (0,4% и 0,6% респективно). Осим тога, тестирана једињења индукују повећање 
броја ћелија акумулираних у G0/G1 фази. Проценат HeLa акумулираних ћелија у G0/G1 
фази повећан је са 74,9% (контрола) на 81,7% и 79,6 % када су третиране са K2[Pd(mdp)] 







4.5 Докинг молекулска симулација 
Оштећење DNK молекула означено је као главни узрок антипролиферативног 
ефекта лекова на бази платине, па отуда и претпоставка да испитивани системи 
испољавају антитуморна својства због интеракције са DNK фрагментом. У прилог томе 
говоре и резултати студија водених раствора [Pd(mda)]2- и [Pd(obp)]2- система, као и 
остварених PdL2-–Guo интеракција. Испитивање потенцијалних интеракција између 
синтетисаних комплекса и основних макромолекула вршено је применом докинг 
симулација. Докинг симулација је изведена на два DNK молекула: додекамеру (12-мер) 
са 1AIO кодом [176,223] где се цисплатина везује бифункционално, и 29-мер DNK-10-
мер RNK са кодом 3M3Y [177] где се пириплатина монофунционално веже за DNK лезије 
присутне на активном (+ 1) месту. Идеја је била да се на основу разлика слободне 
енергије утврди да ли су синтетисани комплекси паладијума теоретски везани за DNK на 
бифункционалан или монофункционалан начин. Допустили смо паладијум(II) 
комплексном анјону, као и H2L
2− врстама да докују олигонуклеотиде. H2L
2− врсте су 
изабране кao најфаворизованија врста у физиолошком рН опсегу (видети студије 
раствора). Главне карактеристике предвиђеног везивања за DNK додекамер (1AIO) и 
водоничне везе као главне лиганд–DNK (RNK) интеракције у случају када испитивана 
једињења докују 29-мер DNK-RNK 3M3Y код, дате су у табели 13.  
У међувремену, резултати до којих су дошле друге истраживачке групе су нас 
навели да се позабавимо испитивањем потенцијалног механизма дејства синтетисаних 
комплекса из мало другачијег угла. Наиме, Ванг (Wang) и сарадници [119] су дошли до 
закључка да прекомерна експресија CHOP протеина изазвана комплексима паладијума 
доводи до апоптозе ћелија тумора. Такође, Мациас (Macias) и сарадници [178] сматрају 
да је Grp78 (регулациони протеин глукозе) прекомерно присутан у малигним ћелијама 
неопходан за преживљавање онкогеног стреса. Повишен метаболизам глукозе доводи до 
њеног губитка, ниске рН вредности и тешке хипоксије, што су услови под којима 
малигне ћелије преживљавају, а све то су фактори који изазивају ER стрес и активацију 
Grp78 покретача [172].  
Према овим ауторима, успешна инхибиција експресије Grp78 у ER или 
цитосолних HSP70 протеина (протеини топлотног удара) могу изменити опстанак 
малигних ћелија. IC50 вредности испитиваних комплекса (паладијум(II) комплекси са 




поједине макромолекуле  (DNK и шапероне), како би се предвидео могућ механизам 
њиховог дејства. 
 
Табела 13. Јачина интеракције (слободне енергије везивања (ΔG) и константе инхибиције (Ki)) 










Cisplatina  -1,58 69,57 
H2mda2- Водоничне везе између кисеоника лиганда и DA39, DG40 
и DA41 
-3,32 97,95 
H2obp2- Водоничне везе између кисеоника лиганда и DA41, DA42 
и DA44 
-1,40 93,4 
[Pd(mda)]2- Водоничне везе између кисеоника лиганда и DA39, DG40 
и DA41; ковалентне(јонске) интеракције паладијума са 
DA41 и DG40 
-2,29 20,82 
[Pd(obp)]2- Слабе водонично везивне интеракције 1,72(0,51)* - 
Јачина интеракција (слободна енергија везивања (ΔG) и константе инхибиције (Ki)) и главне 
структурне особине везивања лиганада и паладијум(II) комплекса за DNA 29–мер RNA 10-мер 
3M3Y предвиђених молекуларним докингом 
Пириплатина  -4,65 0,392 
H2mda2- Водоничне везе атома кисеоника са DC15, DC16 и 
DC17 
0,42 - 
H2obp2- Водоничне везе атома кисеоника са G9, A10, C11 и 
DG18 
-1,50 79,64 
[Pd(mda)]2- Водоничне везе атома кисеоника са DC16 и DC17, 
слабе коваленте (јонске) интеракције паладијума са 
азотом из DC17 
0,53 - 
[Pd(obp)]2- Ниске водонично везивне интеракције са слабим 
ковалентним (јонским) интеракцијама паладијума са 
атомом азота и кисеоника из DC17 
0,88 - 
* Нема торзија око паладијума. 
 
4.5.1 Понашање [PdL]2-/- комплекса према DNK 
Изабран је додекамер DNK дуплекс као у претходном експерименту [126] 
(редоследа 5′-CCTCTG*G*TCTCC-3′) који је садржи један 1,2-cis-[Pt(NH3)2]
2+ (1AIO код). 




ротације и извршили незнатне модификације на молекулу рецептора (видети 
експериментални). Слободне енергије (ΔG) које описују афинитет комплекса ка везивању 
DNK дате су у табели 14. 
4.5.2 Понашање [PdL]2-/- комплекса према шаперонима 
Grp78 протеин (pdb код 3ldl) [178] пореклом из ER и Hsc70 протеин (pdb код 3fzf) 
[179] из цитосола су коришћени као рецептори у процесу доковања. Најбољи докинг 
резултати комплекс-DNK и комплекс-протеин су приказани у табели 14.  
 
 
































[Pd(mda)]2- -2,81 8700 -5,7 66,61 -5,03 205,38 
[Pd(obap)]- -3,65 850 -6,61 14,39 -5,92 45,93 
cis-[Pt(NH3)2(H2O)2]2+ -4,87 270     
ADPb   -6,62 (-7,26) 14,13 (2,17) -6,13 32,04 (0,11) 
R1=NH2 R2=H (5)   -5,69 (-6,64) 67,56 (6,80) -4,59 431,29 (4,46) 
R1=NHMe 
R2=C6H5Et (6) 
  -7,27 4,69 (0,99) -5,51 91,71 (1,1) 
R1=NHC6H5Cl2 
R2=H (7) 
  -8,24 (-8,34) 0,92 (0,99) -7,22 5,10 (4,31) 
R1=NHC6H5Cl2  
R2= Et C6H5CN (8) 
  -8,99 (-11,76) 0,26 (0,08) -7,37 3,97 (0,12) 
a Подаци су узети из референци 184 и 185 (ΔG вредности су израчунати на основу експерименталних података по обрасцу ΔG=ΔH-TΔS).  
bЛиганди болд/курзив узети су из референци 184 и 185 и представљају деривате аденозина са супституентима у положају 8 код хетероцикличних 
база (R1) и положају 5-хидроксил код шећера (R2) и ADP представља аденозин фосфат 
 
4.6 Молекулска динамика и резистентност ћелија 
Експериментални поступак о параметризацији комплекса паладијума(II) и 
основна процедура о MD рачуну дати су у експерименталном делу овог рада. Испитиване 
су интеракције између паладијум(II) комплекса и apo-Atox1 димера (Слика 20) како би 








Слика 20. MM MD систем који се састоји од Atox1 димера (преузето из референце [237]) 











Слика 21. RMSD вредности паладијум(II) комплекса и целог система дуж 10 и 3 
трајекторија MM MD и QM/MM MD динамике 
 
RMSD вредности тешких атома у комплексу и леђних  N, CA и C атома у Atox1 димеру 
дуж 10 трајекторија (за сваки комплекс вршено је 10 независних прорачуна) су 
израчунати и приказани на слици 21. Генерално, RMSD вредности комплекса су мале (~ 
0,3 Å) са неким изузецима због конформационих промена комплекса ([Pd(obbz)] и 
[Pd(apox)]). На основу изведених MD симулација били смо у стању да покренемо 
MMPBSA/MMGBSA методе за одређивање слободне енергије везивања комплекса у 
систему. 
За израчунавање слободних везујућих енергија између Atox1 димера и сваког 
комплекса, било је неопходно добити промене енталпија везаних лиганда на основу 
20000 узорака за сваки комплекс. Извршили смо MMGBSA и MMPBSA анализе 
коришћењем MMPBSA.py [224] у оквиру AmberTools15 пакета. Резултати MMPBSA и 
MMGBSA анализе су приказани у табели 15.  
Нормализован начин анализе (NMA) је примењен да би се добила промена 
ентропије везаног комплекса базиране на 1/20 од 20000 узорака. Слободне енергије 





ΔG = ΔH – TΔS 
 
 GB модел према Хавкинсу (Hawkins) и сарадницима [225,208] је коришћен за 
MMGBSA анализу применом раније одређених параметара [226], са концентрацијом 
соли 0,1 М. MMPBSA анализе су изведене у условима 0,1 М јонске силе и 0,005 
kcal/mol·Å2 површинског напона, без корекције слободне енергије из доприноса 
неполарних интеракција. Нормализован начин анализе (NMA) је изведен у условима 0,1 
М јонске силе на 298,15 К користећи исти GB модел као у MMGBSA анализама. 
 
Табела 15. ΔG вредности добијене MMPBSA и MMGBSA анализомa 
 Укупан узорак Ефективно везан узорак 
















[Pd(mda)]2- -17,4±4,6 -15,9±6,6 -4,7±6,3 -3,2±7,9 -17,4±4,6 -15,9±6,6 -4,7±6,3 -3,2±7,9 
 
 
[Pd(mdp)]2- -26,3±7,9 -19,3±8,5 -10,1±9,2 -3,1±9,7 -26,3±7,9 -19,3±8,5 -10,1±9,2 -3,1±9,7 
 
 
[Pd(obap)]- -26,6±7,3 -20,0±6,8 -11,3±8,7 -4,7±8,2 -29,0±4,7 -21,8±5,6 -13,5±6,1 -6,3±6,8 
 
 
[Pd(obbz)]2- -29,2±5,6 -18,4±7,3 -13,5±7,6 -2,8±9,0 -29,4±4,4 -18,4±7,2 -13,9±6,2 -2,9±8,4 
 
[Pd(apox)] -6,8±6,3 -3,5±4,1 2,5±13,9 5,8±13,0 -11,5±4,2 -4,9±4,0 3,2±6,0 9,8±5,9 
a kcal/mol 
QM/MM молекулска динамика је изведена да додатно истражи суштинске 
карактеристике интеракција између протеин димера и комплекса паладијума(II). Очекује 
се да цистеински остаци интерагују са комплексним јединицама, тако да су стављени у 
QM област заједно са атомима који припадају комплексима паладијума. PM6 
семиемпиријски метод уведен од стране Роса Валкера (Ross Walker) у оквиру Amber14 
пакета је коришћен као QM метод. Како овај метод није детаљно истражен направили 
смо тестове минимизације структура комплекса применом Gaussian 09 (B3LYP/SDD), 
MOPAC12 (PM6) и Amber14 (PM6). RMSD вредности преклопљених структура свих 





5. ДИСКУСИЈА РЕЗУЛТАТА 
5.1 Спектрални подаци синтетисаних лиганада и одговарајућих комплекса 
паладијума(II) 
 У оквиру ове дисертације синтетисано је шест лиганада оксамидног то јест 
маламидног типа (четири N2O2, један N3O и N4 хромофоре) као и одговарајући комплекси 
паладијума(II). Као полазне супстанце за синтезу лиганада коришћени су естри оксалне 
(малонске) киселине или окслил-хлорид у комбинацији са одговарајућим 
аминокиселинама, антранилном киселином и/или пропандиамином. Структура лиганада 
је таква да садрже најмање два тешко одлазећа протона који потичу од награђене амидне 
везе (-CONH-) и један или два лако одлазећа протона из карбоксилних група. Изузетак је 
само један лиганд који садржи два тешко одлазећа протона из амидне везе. У складу са 
тим, лиганди су полидентатног карактера за металне јоне способне да депротонују амидо 
групе. Ово се пре свега односи на јоне попут бакра(II), паладијума(II) или платине(II), 
узимајући у обзир интеракције ових јона са пептидним групама или сличним амидо-
карбоксилатним лигандима испитиваним до сада. Очекивано, H4mda, H4obp, H4obbz и 
H4mdp лиганди се понашају као тетрабазне киселине са по два лако и два тешко одлазећа 
протона, H3obap лиганд као тробазна киселина са једним лако и два тешко  одлазећа 
протона, а H2apox као двобазна киселина са два тешко одлазећа протона. Одговарајући 
жуто обојени комплекси паладијума(II) добијени су у еквимоларним реакцијама између 
раствора K2[PdCl4] и делимично неутралисаних лиганада. У молекулима комплекса 
K2[Pd(obp)], KH[Pd(obap)]2 · 3H2O, [Pd(apox)] и K2[Pd(obbz)] формирани су леђни 
петочлани и по два бочна шесточлана прстена, док комплекс K2[Pd(mda)] · H2O садржи 
шесточлани леђни и два петочлана бочна прстена. Комплекс K2[Pd(mdp)] · H2O садржи 
три шесточлана прстена (један леђни и два бочна) што у битној мери утиче на његово 
понашање у воденом раствору (видети хемију водених раствора). 
На основу резултата елементалне микроанализе (Табела 5, страна 60) за C, H и N, 
утврђено је да су сва синтетисана једињења (лиганди и комплекси) у складу са 




Инфрацрвени спектри амидо-карбоксилатних лиганада садрже траке које 
одговарају асиметричним фреквенцијама за NH, COOH групе и то (идеално) у опсегу: 
3400-3250, 1750-1700 cm-1. У случају наших система траке приписане присуству –NH 
група су у опсегу од 3332-3268, као и 1719-1666 cm-1 за COOH групе (дато у 
експерименталном делу) што потврђује да су лиганди полибазне киселине. Одсуство 
трака приписаних асиметричним фреквенцијама –NH група у IR спектрима паладијум(II) 
комплекса указује да је дошло до координације обе амидо групе присутне у молекулима 
лиганада. Такође, асиметричне фреквенције истезања карбоксилата узете су као 
критеријум за разликовање између протонованих карбоксилних група (1700-1750 cm−1) 
и координованих карбоксилних група (1600-1650 cm−1) [227]. Траке средњег интензитета 
у опсегу од 1603-1671 cm−1 (дато у експерименталном делу) у спектрима наших 
комплекса недвосмислено указују да је дошло до координације карбоксилних група за 
паладијум(II) јон.  
Сви синтетисани паладијум(II) комплекси су дијамагнетични, квадратно 
планарне геометрије. На основу електронских апсорпционих спектара присуство 
централног атома паладијума у добијеним комплексима потврђено је присуством једне 
или две траке уобласти 200-400 nm (дато у експерименталном делу), као последица dπ–
π* прелаза [228]. У складу са очекивањима, дешавају се три спин-дозвољена d–d прелаза 
из нижих d нивоа до празне dx
2
-y
2 орбитале, и то из основног стања 1A1g у побуђена стања 
1A2g, 
1B1g или 
1Eg у смеру повећања енергије. Најјаче лигандно поље запажено је у случају  
комплекса са H4mda лигандом, што је објашњено присуством два планарна петочлана 
ацетатна прстена у односу на два шесточлана прстена у случају осталих комплекса. 
Положаји 1H и 13C NMR сигнала (видети експериментални) су у складу са 
структуром лиганада и синтетисаних комплекса. У принципу, сигнали комплекса су 
померени ка нижем пољу у односу на сигнале лиганада [227]. Ово је потврђено 
хемијским померањем протона комплекса односу на слободан лиганд. Тако се у 
спектрима лиганда K2H2obbz јављају сигнали фенил група у распону од δ 6,8-8,3  ppm, а 
одговарајућег комплекса у опсегу од δ 7,2-8,4 ppm што су хемијска померања уобичајена 
за овај тип паладијум(II) комплекса [227]. Протонски NMR спектри H4mdp лиганда 
показују сигнале метиленских група у распону од δ 2,58-3,46 ppm и комплекса δ 2,63-3,5 
ppm, а у 13C NMR спектрима се јавља очекиван број сигнала атома угљеника на 







Слика 22. 1H NMR и 13C NMR спектри H4mdp лиганда и K2[Pd(mdp)] · H2O комплекса 
 
5.2 Рендгенска структурна анализа синтетисаних једињења 
5.2.1 K2H2obbz лиганд 
 Лиганд H4obbz (Табела 1, страна 53) кристалише као дикалијумова со 2,2'-[(1,2-
диоксоетан-1,2-диил)диимино] дикарбоксилнe бензоевe киселинe, где је јон калијума 
координован за карбоксилни атом кисеоника О2 и амидни атом кисеоника О3. 
Кристалише као стабилнији trans конформер у хексагоналној просторној групи R3¯, док 
у комплексу усваја cis конформацију. Независна асиметрична јединица лиганда има Cs 
симетрију. Дужина везе C8−O3 је 1,23 (1) Å и C8−N1 1,332 (7) Å, што је типично за 
пептидне везе (Табела 6, страна 61). Интрамолекулске водоничне везе формиране су 






5.2.2 K2[Pd(mda)] · H2O комплекс 
Свака асиметрична јединица садржи једну формулу јединице, која се састоји од 
четири дела: анјонског комплекса паладијума(II), два катјона калијума  и солватисаног 
молекула воде са неодређеним положајем атома. Моноклинична јединична ћелија 
садржи шеснаест одвојених јединица, четири анјона, осам катјона и четири молекула 
воде. Паладијум(II) јон координује четири атом-донора из лиганда: два депротонована 
карбоксилна атома кисеоника и два депротонована амидна атома азота. Растојања су у 
опсегу 1,946 (5) и 2,036 (4) Å (Табела 2, страна 54) и упоредива су са добијеним за сродне 
диамидо паладијум(II) комплексе [17,30]. Атом угљеника (4) из шесточланог леђног 
прстена је благо померен из просечне равни (ρ = 0,1250 Å). Cis и trans углови око 
паладијум(II) јона у опсегу од 83,84 (17) 97,12 (15) и 176,28 (17) до 178,63 (17) показују 
занемарљиву дисторзију. Комплексни анјон је готово планаран у целости са два 
глицинато петочлана прстена и усваја конформацију квази полустолице шесточланог 
прстена диамида. Електрон резонантно померање је детектовано од C(5)–N(2) до C(5)–
O(4) дајући карактер двоструке везе C(5)=N(2) [1,287 (7) Å] и готово једоструку везу 
C(5)–O(4) [1,319 (7) Å]. Други пар веза показује обрнуто дејство. Два јона калијума имају 
различиту околину. К1 је окружен са шест атома кисеоника из различитих молекула 
лиганада градећи неправилну четворострану призму, а К2 представља веома искривљену 
квадратну пирамиду. Најкраће растојање између два јона калијума (К1 ... К2) је 2,776 Å. 
5.2.3 KH[Pd(obap)]2 · 3H2O комплекс 
 Свака асиметрична јединица садржи једну формулу јединице, која се састоји 
комплекса паладијума(II) са негативним наелектрисањем -2, два катјона, К+ и H+ и три 
атома кисеоника из воде. Триклинична јединица ћелије садржи четрнаест дискретних 
јединица: четири анјона, четири катјона и шест молекула воде. Оба паладијум(II) јона су 
тетракоординована. Паладијум(II) јон координује два депротонована амидна атома азота, 
један депротоновани кисеоник из карбоксилата и један амино атом азота. Растојања су у 
опсегу 1,957(8) и 2,061(9) Å (Табела 3, страна 55). Cis углови око паладијум(II) јона су у 
распону од 83,1(3) до 95,8(4)° и trans углови од 177,5(4) до 177,8(3)°. Координациона 
геометрија оба атома паладијума је квадратно планарна са малим одступањима за 
везивне атоме (за Pd(1) раван 0,044 Å и за Pd(2) раван 0,046 Å) од координационе равни. 




од растојања између паладијума и амидног азота (1,957–1,984 Å). Наиме, интеракција 
паладијум(II) јона са јонизованим амидним атомима азота је јача него са чисто 
ковалентно везаним аминским азотом. Шесточлани пропиламински прстен усваја 
конформацију полустолице. 
5.2.4 K2[Pd(mdp)] · H2O комплекс 
 Комплекс кристалише у моноклиничној просторној групи P21/m. Асиметрична 
јединица комплекса обухвата пола анјонског молекула лиганда што указује на Cs 
симетрију. Моноклинична јединична ћелија садржи четрнаест одвојених јединица, два 
анјона, осам катјона и четири молекуле воде. Паладијум(II) јон координован је са 
амидним атомом азота (Pd–N дужина везе је 1,982(2) A˚) и карбоксилним атомом 
кисеоника (Pd–O дужина везе је 2,039(1) A˚). Растојања између Pd–O у анјону су 
очекивано већа од Pd–N веза што је упоредиво са вредностима пријављеним код 
аналогних комплекса [130,131]. Карактеристично за конфигурацију 4d8 прелазних 
метала, углови веза [O1-Pd1- N1] 175,99(5) и [O1-Pd1-O1] 83,73(4) одступају од идеалних 
углова (180° и 90°) изазивајући деформацију квадратно планарне геометрије комплекса. 
У комплексу су формирана три хелатна шесточлана прстена. Леђни N,N' хелатни прстен 
усваја конформацију лађе са параметрима уклапања q2 = 0,6065(14) Å, q3 = -0,0714(14) Å 
φ2 = 180(13)°. Два бочна симетрична-N,O хелатна прстена усвајају конформације увијене 
лађе са параметрима уклапања q2 = 0,7552(13) Å, q3 = 0,0040(14) Å и φ2 = 186,08 (11)°. Ово 
је упоредиво са идеалним вредностима q3 = 0, q2 > 0 и φ2 = 0 за конформацију лађе, а q3 = 
0, q2 > 0 и φ2 = 90° за конформацију увијене лађе. Све дужине веза су у опсегу 
пријављених вредности (Табела 4, страна 56). 
 
5.3 Хемија водених раствора  
5.3.1 Константе протоновања синтетисаних лиганада и нуклеозидних анјона и 
константе формирања одговарајућих комплекса са јоном паладијума(II)  
N-донорски лиганди, попут конституената нуклеинских киселина, имају 
афинитета ка паладијум(II) јону што може имати важне биолошке импликације. To је 
посебно битно у смислу интеракције са DNK молекулима чему је приписана 
антитуморна активност сродних комплекса. У циљу испитивања интеракција 




понашање синтетисаних лиганада, њихове константе протоновања, као и њихове 
интеракције са паладијумом(II). За ова испитивања урађене су потенциометријске 
титрације водених раствора самих лиганада, као и смеше паладијум(II) јона и 
одговарајућег лиганда у различитим концентрационим односима. Да би се испитао 
утицај бинарних комплекса [PdL] на нуклеозиде који улазе у састав DNK урађене су 
потенциометријске титрације система PdLA у којима је однос Pd:L:A био различит. 
Резултати испитивања и израчунате вредности константи протоновања лиганада 
и константи стабилности бинарних система приказани су у табели 7 (страна 63). Из 
табеле 7 се може видети да Pd(II) јон гради са свим испитиваним лигандима бинарни 
комплекс типа [PdL]. Најстабилније комплексе Pd(II) јон гради са mda и obp лигандима 
(табела 7, страна 63), а најмање стабилан комплекс је потврђен са цитозином.  Са mdp, 
obap и apox лигандима Pd(II) јон гради протоноване комплексе типа [PdH2L]. Мешовито 
хидролитички комплекс, [Pd(OH)L] (1,-1,1) граде сви лиганди, осим Cyt, са Pd(II) јоном. 
Комплекс [Pd(OH)2L] (1,-2,1) је потврђен у систему PdL (L = obp и mdp). 
У мешовитим системима PdLA израчунате константе стабилности тернарних 
комплекса дате су у табели 8 (страна 64). Pd(II) јон гради тернарне комплекс типа [PdLA] 
са свим испитиваним лигандима. У неким системима је потврђено постојање 
протонованих комплекса (Табела 8), а мешовито хидролитички комплекси, типа 
[Pd(OH)LA] (1,-1,1,1), се формирају са свим испитиваним лигандима. Најстабилнији 
комплекс се формира у систему Pd-mda-Guo, а најмање стабилан у систему Pd-apox-Cyt. 
Само гуанозин са Pd(II) јоном гради комплекс [Pd(mda)Guo2] (1,0,1,2). 
Дистрибуциони дијаграми [PdL] комплекса, за однос концентрација [L]/[Pd2+] = 
2(1):1(2) приказани су на слици 23. Са слике се може видети да при нижим pH 
вредностима доминирају протоновани комплекси, чија је максимална концентрација на 
pH ~ 3. Протоновани комплекси се највероватније образују у реакцији јонских врста које 
су доминантне у pH области од 2,0–4,0 према једначини (9). 
 
                                           PdOH+ + H2L
2− → Pd(HL)− + H2O                                               (9) 
 
Протоновани комплекс [Pd(HL)]− (1,1,1) повећањем pH вредности губи протон и гради 





                                                 Pd(HL)− → Pd(L)2−+ H+                                                                                   (10) 
 
 Ови комплекси се углавном формирају у области pH од 4 до 10, а максималну 





Слика 23. Дистрибуциони дијаграм: Pd-mda и Pd-obp врстa у односу концентрација = 
2:1 и укупној концентрацији паладијума 2,5 mM 
 
Изузетак је, у односу на испитиване системе, [Pd(mdp)]2- (1,0,1) комплекс чија је 
максимална концентрација на pH ~ 4. Са повећањем базности средине гради се мешовити 
хидролитички комплекс [Pd(OH)(mdp)]3- (1,-1,1) са максималним концентрацијом 
(99,5%) на рН = 7, што је чини најзаступљенијом врстом у физиолошком опсегу рН 
вредности (Слика 24). У свим осталим системима мешовити хидролитички комплекс 







Слика 24. Дистрибуциони дијаграм: Pd-mdp врстa у односу концентрација = 2:1 и 
укупној концентрацији паладијума 2,5 mM 
 
У случају комплекса са mdp лигандом, формирани комплекс ([Pd(OH)mdp]3-) (1,-
1,1)  је потврђен при физиолошкој рН вредности и у складу је са резултатима добијеним 
у оквиру QM/MM симулација (видети ниже). Поређењем вредности log β1,0,1 
тетракоординованих лиганада, може се закључити да mda и obp лиганди формирају 
комплексе сличних стабилности, док је комплекс са mdp лигандом нешто стабилнији.  
Дистрибуциони дијаграми DNK конституената, као што су аденозин и цитидин са 
Pd2+ јоном у односу 1:1 и 1:2 указују да комплекси аденозина доминирају на pH ~ 8, а 
комплекси цитидина на pH < 5. Комплекс аденозина је стабилнији од комплекса 
цитидина (Табела 7, страна 63), што је очекивано обзиром на то да аденозин има два 
везивна центра (N1 и N7), а цитидин само један (N3). Дистрибуциони дијаграм јасно 













1 2 1 
1 0 
0 
1 0 1 
1 -1 1 































Слика 25. Дистрибуциони дијаграми [Pd(A)] врста, A = Guo, Ado и Cyt 
 
концентрацију (~ 20% и 80%) на pH 4,0–8,0, што је у оквиру физиолошког опсега. 
Мешовити хидролитички комплекси (1,-1,1) и (1,-1,2) доминирају на pH > 8 (Слика 25). 
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Доминантни комплекс на нижим pH вредностима је (1,0,1) комплекс цитидина, са 
максималном концентрацијом на pH < 2. Основни прстен пиримидина има само један 
базни азот (N3) и у депротонованим облику цитидин нема могућност формирања 
протонованих комплекса. Комплекс цитидина (1,0,2) је доминантна врста у pH региону 
3,0–5,0, са максималном концентрацијом од 80% на pH ~ 4,5. Мешовити хидролитички 
комплекси (1,-2,1) и (1,-1,2) су предоминантни на pH > 5. Афинитет N-донорских 
лиганада, попут DNK конституената, према Pd2+ јону може имати значајну биолошку 
улогу. 
5.3.2 Формирање мешовитих комплекса паладијума(II) са mda и Guo, или obap, apox и 
Ado или Cyt јонима као лигандима 
Експериментални услови и обрада резултата (Табела 8, страна 64) објашњени су 
код бинарних система. Дистрибуциони дијаграми присутних врста у [Pd(mda)(Guo)] 
систему (Слика 26), а за однос концентрација [Pd]/[mda]/[Guo] = 1:1:2 указује да на 
нижим рН вредностима (рН < 4) доминира бинарни паладијум(II) комплекс, док са 
порастом рН (5-10)   преовладавају тернарни комплекси. Комплекс (1,0,2,1) је присутан 
у рН региону 3,0-10,0, са максималном концентрацијом на рН 6 кад почиње да се 
формира комплекс (1,0,1,2) и максималну концентрацију достиже на рН ~ 9, док (1,-1,1,1) 
комплекс почиње да се формира при рН 8 и његова концентрација расте са порастом рН. 
 
 
Слика 26. Дистрибуциони дијаграм [Pd(mda)(Guo)] комплекса за концентрациони однос 
[Pd]/[mda]/[Guo] = 1:1:1 и са укупном концентрацијом паладијума од 1 mM 
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Дистрибуциони дијаграми врста присутних у [Pd(obap)(Ado/Cyt)] и [Pd(apox) 
(Ado/Cyt)] системима за концентрациони однос [Pd]/[L)]/[Ado/Cyt] = 1:1:1 приказани су 
на слици 27 и 28. pKa = log β1,1,1,1 − log β1,0,1,1 вредности протонованих PdHLA (1,1,1,1) 
obap и apox комплекса су 8,12 и 8,16. Ове вредности су ниже од добијених за амидне 
групе obap и apox (pKa = 9,85 и 10,05), што указује да депротоновани тернарни комплекси 
вероватно настају депротоновањем амидних група лиганада при повећању pH раствора 





Слика 27. Дистрибуциони дијаграми [Pd(obap(Ado)] и [Pd((obap)(Cyt)]за 
концентрациони однос [Pd]/[(obap)]/[Ado/Cyt] = 1:1:1 и са укупном концентрацијом 








Слика 28. Дистрибуциони дијаграми [Pd(apox(Cyt)]и [Pd(apox)(Ado)]за концентрациони 
однос [Pd]/[(apox)]/[Ado/Cyt] = 1:1:1 и са укупном концентрацијом паладијума од 1 mM 
 
Релативна стабилност тернарних комплекса у односу са константама стабилности 
одговарајућих бинарних комплекса може се изразити са величином Δlog K. Δlog K 
представља разлику између константи стабилности тернарих (Слика 27 и 28) и два 
одговарајућа бинарна комплекса и показује тенденцију ка формирању тернарних врста 
[229]. Може се израчунати према следећој једначини (11):  
 








M )                                (11) 
 
Негативна вредност Δlog K указује да је тернарни комплекс мање стабилан од 
одговарајућег бинарног комплекса, односно то може да укаже да се не формира тернарни 
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комплекс у испитиваном систему. Међутим, то не значи да не долази до формирања 
тернарних комплекса. Негативна вредност Δlog K може да значи да су бинарни 
комплекси стабилнији од тернарних комплекса. На Δlog K вредност могу да утичу и 
други фактори: електростатички, структурни, стерни, врсте везе и геометријска 
конфигурација. С друге стране, позитивна вредност Δlog K указује да су тернарни 
комплекси стабилнији од одговарајућих бинарних комплекса. Вредности Δlog K за 
комплексе Pd(obap)Ado, Pd(obap)Cyt, Pd(apox)Ado и Pd(apox)Cyt су:  -0,42, -0,82, -1,07 и 
-3,66. На основу израчунатих Δlog K вредности може се закључити да комплекс 
[Pd(obap)] гради са аденозином најстабилнији мешовити комплекс.  
5.3.3 Хемијско-биолошка испитивања 
Хемијско-биолошка и биолошка својства синтетисаних једињења испитивана су 
применом: флуоресцентне и апсорпционе спектроскопије за испитивање интеракција са 
DNK и HSA биомолекулима, МТТ теста за утврђивање цитотоксичности, тертмана за 
детекцију апоптозе, Вестерн блот анализе и проточне цитометрије за анализу ћелијског 
циклуса. Општа резистентност ћелија праћена је одређивањем слободне енергије 
везивања између [PdL] јединице и димера шаперона бакра Atox1 [221]. Циљ ових 
испитивања био је утврђивање биолошке активности синтетисаних једињења и 
предвиђање потенцијалног механизма њиховог дејства. 
5.3.3.1 Интеракције са HSA протеином 
На ефикасност лека битно може утицати степен везаности лека за протеине 
присутне у крвној плазми. Слабије везан лек је ефикаснији и лакше може дифундовати 
кроз ћелијске мембране. Протеин крвне плазме за који се лекови најчешће везују, а 
уједно и најзаступљенији, је албумин хуманог серума (HSA). Флуоресцентна 
спектроскопија може дати неке информације о везивању малих молекула за протеин, као 
што су: механизам везивања, начин везивања, константе везивања, места везивања као и 
интермолекулска растојања. У нашем раду испитиване су интеракције везивања [PdL] (L 
= mdp, mda и obap) комплекса за хумани серумски албумин. Ефекат [Pd(mdp)]2− 
комплекса на интензитет флуоресценције HSA на 298 К приказан је на слици 29. Са слике 
се може видети да се интензитет флуоресценције HSA смањује са порастом 




Обрадом добијених спектара израчунате су константе везивања и број везујућих 
места (Табела 9, страна 64). Из табеле се може видети да константа стабилности (Ka) има 
највећу вредност за комплекс [Pd(obap)]-HSA (5,56 · 104). Комплекс [Pd(mda)]-HSA је 
показао најмању стабилност, што значи да се [Pd(mda)]2- веже за албумин најслабијим 
везама. Број везујућих места за сва три комплекса је ~ 1, што указује да се сви комплекси 




Слика 29. Емисиони спектар HSA у присуству различитих [Pd(mdp)]2- концентрација (T 
= 298 K, pH = 7,4). [HSA] = 2,0 μM, (a–h): 0,0, 1,0, 2,0, 3,0, 4,0, 5,0, 6,0, 8,0 и Стерн-
Волмеров дијаграм 
 
5.3.3.2 Интеракције са DNK молекулом 
Aктивност антитуморних лекова је углавном фокусирана на инхибицији 
репликације DNK молекула, што нас је навело на испитивање евентуалних интеракција 
синтетисаних комплекса са DNK биомолекулом. Три су својствена начина лиганд-
комплекс везивања за молекул DNK: електростатичко везивање фосфатне групе, 
везивање у жлеб између ланаца и интеркалација. Етидијум бромид (EB) је типичан 
индикатор интеркалације, па се промене уочене у флуоресцентним спектрима EB-DNK 
комплекса често користе за испитивање интеракција између DNK и комплекса прелазних 
метала. Додавање [PdL] (L = mda, mdp и obap) комплекса молекулу DNK доводи до 
повећања или смањења емисије (Слика 30, десно), што указује да се испитивани 




 Такође, интезитет емисионог спектара EB-DNA опада при додатку испитиваних 
комплекса (Слика 30 лево). Ово смањење интезитета емисије указује на конкурентно 
везивање комплекса [PdL] за DNK молекул и истискивање EB. Вредности константи 
везивања (Kb) испитиваних комплекса Pd(II) јона за молекул DNK у одсуству и присуству 
EB су дате у табели 10 (страна 65). 
Комплекс [Pd(mdа)]2− гради најстабилнији комплекс са молекулом DNK (Kb = 2,1 
· 105). Ова вредност константе указује на релативно јаку везу [Pd(mdа)]2− комплекса са 
DNK. У присуству EB вредност константе се смањује (Kb = 8,5 · 10
4) што значи да постоји 
конкуренција у везивању EB и [Pd(mdа)]2− комплекса за молекул DNK. На основу 
смањења константе у присуству EB може се извести закључак да се [Pd(mdа)]2− комплекс 
веже за молекул DNK делимично интеркаларно. Исти закључак се може донети и за 
комплексе [Pd(mdp)]2− и [Pd(obap)]− јер и њихове константе имају нижу вредност у 
присуству EB. Ова два комплекса показују мањи афинитет везивања за DNK у односу на 
комплекс [Pd(mdа)]2−. 
5.3.4 UV-Vis спектроскопија  
Апсорпциона спектроскопија је корисна техника за испитивање интеракција 
између малих молекула и DNK. Промене уочене у UV-Vis спектрима током титрације 
указују на начин везивања испитиваног комплекса за DNK.  
5.3.4.1 Интеракције са DNK молекулом 
UV-Vis спектри комплекса [Pd(mdp)]2-, [Pd(obap)]- и [Pd(mda)]2- константне 












Слика 30. (А-лево) Флуоресцентни емисиони спектар DNK у одсуству (испрекидана 
линија) и присусутву растуће количине [Pd(L)]2-/- (обојена пуна линија). Стерн-
Волмерови дијаграми; (Б-десно) Флуоресцентни емисиони спектар DNK (---) и EB-DNK 










Слика 31. Апсопциони спектри [Pd(L)]2-/- комплекса (4,0 · 10−5 M) у одсуству и 




 Са слике се може видети да се интезитет апсорпције комплекса повећава после 
додавања DNK, што указује на јасну интеракцију између DNK и комплекса. Комплекс 
Pd(II) се може везати за дволанчану DNK са различитим везујућим режимима на основу 
структуре и типа лиганада. DNK-двострука спирала има много водоник везујућих места 
која су доступна у споредним и главним каналима (жлебовима). Зато постоји 
вероватноћа да амино група алифатичног лиганда у Pd(II) комплексу формира водоничне 
везе са DNK, и овакве интеракције могу допринети повећању интезитета апсорпције UV-
Vis спектара. С друге стране, испитивани комплекси паладијума, који поседују 
метиленске групе на лигандима могу се везати за DNK ван дер Валсовим силама 
(интеракције између метил групе лиганда и метил групе тимина). Хиперхромни ефекат 
може бити као последица и електростатичких интеракција између позитивно 
наелектрисаних катјона и негативно наелектрисаних фосфатних анјона који се налазе на 
периферији двоструког хеликса DNK. Такође, није искључена вероватноћа 
интеркаларног повезивања испитиваних комплекса са базним паровима у DNK.  
Константа везивања (Kb) комплекса за DNK била је одређена из апсорпционих 
спектара комплекса у одсуству и присуству растуће концентрације DNK. Вредности (Kb) 
константи су дате у табели 11 (страна 65). Из табеле се може видети да су Kb вредности 
испитиваних комплекса ниже од константе класичног интеркалатора EB. Ова чињеница 
сугерише да интеркалација између базних парова није главни начин интеракције 
комплекса Pd(II) са DNK. Од испитиваних коплекса, комплекс [Pd(mda)]2- има нјавећу 
вредност Kb константе (Табела 11, страна 65), што указује да овај комплекс показује 
најјаче интеракције са DNK.   
 
5.4 In vitro антитуморна активност  
5.4.1 МТТ тест цитотоксичности и Вестерн блот анализа 
Ћелијски одговор на тестиране лиганде и једињења паладијума(II) био је 
другачији (Табела 12, страна 67). Највећу осетљивост према готово свим испитиваним 
једињењима синтетисаним у првој фази наших истраживања показала је HeLa ћелијска 
линија. Највећу цитотоксичност је показао комплекс K2[Pd(mda)] · H2O (Слика 32).  
Комплекси и лиганди синтетисани у другој фази наших истраживања, као и  




концентрације испитиване супстанце. Тип одговора за сва тестирана једињења је исти у 




Слика 32. Осетљивост HeLa ћелијске линије испитивана МТТ тестом на комерцијалне 
лекове Pt и испитиване комплексе Pd 
 
Oсетљивост HCT-116 ћелијске линије на екстракт L. vulgare повећана је у 
присуству [Pd(apox)] комплекса. Објашњење лежи у синергистичком ефекту L. vulgare 
екстракта и [Pd(apox)] комплекса, што је одлична смерница за даља истраживања. 
Већина хемотерапеутика индукује апоптозу која је карактеристична по 
значајнијој експресији Bax протеина. Eксперименти су показали да испитивана једињења 
утичу управо на експресију Bax протеина (Слика 18, страна 69). Експресија Bax протеина 
је благо повећана код свих тестираних супстанци у односу на контролу, осим H4obbz 
лиганда и референтног једињења (доксорубицин). Такође, потврђено је да апоптоза у 
разним хуманим чврстим туморима може бити индукована у одсуству било какве 
промене на нивоу Bax протеина [230]. Каспазе, породица аспартат-специфичних цистеин 
протеаза, играју критичну улогу у програмираној ћелијској смрти. Каспазе су важни 




морфологија ћелија може да буде индукована не само активношћу каспазе већ и 
деловањем осталих породица протеаза. Антитуморни агенси могу индуковати ћелијску 
смрт апоптозом на каспаза-зависни или каспаза-независни начин [232]. То значи да се 
апоптоза може покренути без активације каспазе, као и да активација каспазе не доводи 
увек до ћелијске смрти [233]. Да би смо утврдили да ли наши системи индукују апоптозу 
активацијом каспазе-3, оцењивали смо ниво експресије прекурсора и активне 
подјединице каспазе-3 у HeLa ћелијама третираним лигандима и паладијум(II) 
комплексима. Вестерн блот анализа је показала експресију протеина, прекурсора 
каспазе-3, у HeLa ћелијама третираним свим испитиваним једињењима, али је експресија 
активне субјединице била другачија и зависила од структуре једињења и времена 
експозиције. Активација каспазе-3 је праћена цепањем бројних нижих протеина 
укључујући поли-(ADP-рибозу) полимеразу (PARP). PARP је укључен у механизам 
обнове DNK и њено цепање је биохемијско обележје апоптозе [233]. Резултати in vitro су 
показали да  антитуморна активност паладијум(II) комплекса са различитим врстама 
лиганада на HeLa хуманим ћелијама изазивају апоптозу на каспаза-зависан начин. 
У сагласности са резултатима добијеним МТТ тестом цитотоксичности, 
флуоресцентна микроскопија AO/EB двоструко обојених ћелија потврдила је промене у 
морфологији ћелија репрезентативних за апоптозу: скупљање и заокруживање ћелија, 
кондензација хроматина, пропадање једра и фрагментација, као и стварање мехурића и 
формирање апоптотских тела (Слика 19, страна 70). Ови резултати додатно потврђују да 
паладијум(II) комплекси индукују ћелијску смрт углавном путем апоптозе. 
5.4.2 Проточна цитометрија 
5.4.2.1 Annexin V/7-AAD бојени тест 
 Анализом резултата проточне цитометрије тестираних H4obbz и K2[Pd(mdp)] · 
H2O једињења јасно је да је примарни начин смрти HeLa ћелија био апоптоза, са 
занемарљивим уделом некротичних ћелија. Оба једињења значајно су увећала удео 
апоптозе HeLa ћелија, у високом проценту ране апоптозе, док је некротичних ћелија, 






Слика 33. Annexin V-FITC/7-AAD детекција апоптозе проточном цитометријом. (A-C) 
Тачкице на дијаграму илуструју дистрибуцију вијабилних, ћелија ране апоптозе, касне 
апоптозе и некротичних ћелија у нетретираној контроли (C) и третираних K2[Pd(mdp)] · 
H2O и H4obbz HeLa ћелија. Доњи леви квадрант одговара Annexin V-7-AAD-вијабилним 
ћелијама, доњи десни Annexin V+7-AAD-ћелијама ране апоптозе (ЕА), горњи десни угао 
Annexin V+7-AAD-ћелијама касне апоптозе (LA) и горњи леви угао Annexin V-7-AAD-
некротичним ћелијама (NC). (D) Проценат апоптотских и некротичних ћелија у контроли 
и третираним ћелијама су просек три независна експеримента 
5.4.2.2 H4obbz и K2[Pd(mdp)] · H2O индукују G0/G1 застој ћелијског циклуса у HeLa 
ћелијској линији 
 Добијени резултати су показали да већина активних једињења (K2[Pd(mdp)] · H2O  
и H4obbz) индукују апоптозу у великом проценту испитиваних ћелија. Поред тога, 
прогресија ћелијског циклуса HeLa ћелија третираних овим једињењима показују 
заустављање синтезе DNK и повећање ћелијске популације у G0/G1 фази као могући 




да спој прогресије ћелијског циклуса и програмиране ћелијске смрти или спречавају или 
индукују апоптозу. Машинерија ћелијског циклуса има бројне регулационе молекуле 
који прате и регулишу напредовање ћелијског циклуса. Ови регулациони молекули се 
активирају након оштећења DNK и застоја у расту изазваног штетом омогућавајући 
ћелији да се опорави и поправи оштећења DNK. Ако се штета не може поправити, 
покреће се програмирана ћелијска смрт и ћелија се елиминише апоптозом. Тако, 
нестанак фазе Ѕ и заустављање у G0/G1 фази, изазвано K2[Pd(mdp)] · H2O  и H4obbz 
једињењима, указује на блокаду синтезе DNK и инхибиције топоизомеразе II и I као 
могућег механизам који покреће апоптозу [234] (Слика 34).  
Такође, недавно смо предложили [127] да ER стрес може бити један од 
механизама којим се објашњава деловање синтетисаних лекова. Међутим, и поред врло 
вероватног PdL2-- протеин (ER шаперон) адукта нисмо искључили могућност да лекови 
интерагују са DNK мада са смањеним интензитетом. WB анализа проналази да је 
експресија Bcl-2 и цепање PARP у складу са нашим претпоставкама. Росети (Rosati) и 
сарадници показују да нови ER стрес-активиран каспазом каскадно, а инициран од 
стране каспазе-4 и укључујући каспазу-8 и -3, игра важну улогу у спонтаној Bcl-2 
апоптози ћелије [235]. Они такође да тврде да ER стрес изазива сигнале преживљавања 
у Bcl-2 ћелијама повећањем експресије GRP78 и показују да је ER стрес битан окидач за 
Bcl-2 апоптозу ћелија, па сугерише да те генетске и фармаколошке манипулације ER 
сигнализације могу представљати важну терапеутску стратегију. Ми верујемо да се 
испитивани комплекси добро уклапају са наведеним и даље подржавају механизам ER 






Слика 34. Анализа ћелијског циклуса. (A-C) Хистограми представљају три независна 
експеримента и демонстрирају дистрибуцију ћелијског циклуса унутар нетретиране 
контроле (C) и третираних K2[Pd(mdp)] · H2O и H4obbz HeLa ћелија. (D) Оба једињења 
индукују упоредив пад у S фази и пораст у G0/G1 фази ћелијског циклуса 
 
5.5 Докинг молекулска симулација 
5.5.1 Понашање [PdL]2-/- комплекса према DNK 
Поред добре активности везивања за DNK (Табела 13, страна 72), вреди 
напоменути да су оксамидо/маламидо лиганди интераговали са DNK на други начин у 
односу на цисплатину. Сва испитивана једињења (Слика 35А) успостављају водонично 
везивне интеракције са остацима активних места у случају оба DNK молекула. Међутим, 
[Pd(mda)]2− анјон поред водоничне везе успоставља бифункционалне ковалентне/јонске 
интеракције остварене кроз паладијума.....азот (DA41 и DG40) 1AIO код, што додатно 




везивања лиганада за додекамер очигледно је да једињења H4mda
2- и [Pd(mda)]2- имају 
предност у односу на цисплатину што је у складу са њиховом цитотоксичном 
активношћу према HeLa ћелијама (Табела 12, страна 67). Када једињења докују 29-мер 
DNK - RNK (3M3Y код), водоничне везе су главне лиганд – DNK (RNK) интеракције 
(Табела 13, страна 72, Слика 35B). Међутим, очигледно је да слободне енергије везивања 
испитиваних једињења (ΔG) нису конкурентне пириплатини која је природно везана за 
DG18 29-мер. H2obp
2−врста има довољно велику енергију везивања да би се сматрала 
конкурентом пириплатини, док су сва остала једињења показала само слабу интеракцију 
са овим олигонуклеотидима. Резултати докинг симулације нас наводе на закључак да 
испитивани комплекси интерагују са DNK базама асоцијативним SN2 механизмом, при 
чему се врши замена једне, а након тога и друге карбоксилне групе. Лиганди су 
тетрадентатни, али имајући у виду горе дату дискусију и чињеницу да два су амидна 
азота чврсто везана за јон паладијума, а два карбоксилна кисеоника према константама 
стабилности (на пример, [PdHmda]- се разликује само за два реда величине од [Pdmda]2−) 
нису толико чврсто везани (видети дискусију хемије водених раствора) можемо 
закључити да се замена азота из базе DNK највероватније врши преко SN2 механизма. 
Паладијум је у стању да веже пети лиганд кроз механизам измене координованих атома. 
Докинг резултати дају (Слика 35А) грубу слику докованог молекула тако да не можемо 
очекивати праву квадратно планарну геометрију око паладијума. Међутим, очигледно је 
да су у свим, осим у случају [Pd(obp)]2- врсте, координациона квадратно планарна места 
око паладијума окупирана са једним или два атома DNK (база). Оба приступа (слободне 
торзије и без торзија) примењена на доковање комплекса паладијума откривају исти 
редослед "слободна енергија: активност лека". У случају [Pdmda]2− (Слика 35А) 
асоцијативни Pd–mda–DNK (база) комплекс указује на могућу брзу замену два 






Слика 35. Предпостављени начин везивања [PdL]2- комплекса за везивно место DNK 
додекамера код 1AIO (A) и 29-мер DNK/10-мер RNK код 3M3Y (B)  
 
Најбољи резултати слободних енергија (ΔG) које описују афинитет везивања 
комплекса за DNK молекул, постигнути су у случају [Pd(obap)]− и [Pd(mda)]2− [126] 
комплекса (Табела 14, страна 73). Разлика од око 1 kcalmol−1 благо фаворизује [Pd(obap)]− 
комплекс. Добијене Ki вредности испитиваних комплекса указују на веће разлике у 
инхибицији, то јест [Pd(obap)]− има чак 10 пута већу активност везивања него [Pd(mda)]2− 




илустрованe су на слици 35. Оба једињења интерагују путем водоничних веза са 
остацима активних места DNK ланца. Међутим, [Pd(obap)]− комплекс очигледно 
формира чвршћу везу са DNK путем водоничних веза и π-аренских интеракција. У 
случају овог комплекса доминира везивање [Pd(mda)]2− за додекамер преко B ланца 





Слика 36. 3D [Pd(obap)]-/12-мер интеракције (заједно са мапом електростатичке 
површине) и шематски дијаграм [Pd(obap)]- и [Pd(mda)]2--DNK главних 
интермолекулских интеракција  
 
5.5.2 Понашање [PdL]2-/- ка шаперонима 
Урађено је укупно четрнаест симулационих експеримената. За поређење су 
коришћени већ тестирани лиганди на њихову инхибиторну активност према одабраним 
HSP протеинима [178,179]. Ови лиганди су изведени из аденозина и представљају 
комерцијалне или ново припремљене аналоге. Супституенти су промењени на положају 
8 хетероцикличне базе (R1) и положају 5-хидроксил шећера (R2). Утврђено је да су неки 
од ових лиганада, посебно 6 и 7 (Табела 14, страна 73) веома снажни HSP инхибитори. 
За сваки протеин су узети подаци најбољих докинг резултата (ΔG и Ki) инхибиторне 
активности лиганада. Код експерименталних и теоретских (ΔG и Ki/Kd) параметара 
[178,179] постигнуто је добро слагање. 
Вредности слободних енергија указују на разлику између везивања једињења и 
протеина. ΔG вредности за Grp78 су израчунате на основу експерименталних података 




везивања између комплекса паладијума и деривата аденозина за Grp78 и Hsc70 су око 3 
и 2 kcal mol−1. 
На основу претходног, изгледа да су бољи избор за поређење константе 
инхибиције (Кi). У случају испитиваних комплекса за Grp78 и Hsc70, Кi вредности су 
14,39 (66,1) и 45,93 (205,38) μM конкурентне са Кi вредностима аденозинских деривата, 
а посебно у случају [Pd(mda)]2− комплекса. Пажљивом анализом података датих у табели 
14 (страна 73), минорна предност може се дати [PdL]-Hsc70 у односу на [PdL]-Grp78 
везивање.  
Главне интеракције у [Pd(obap)]− комплексу са Grp78 и Hsc70 протеинима су 
приказане на слици 37. Нековалентне интеракције између паладијум(II) комплекса и 
Grp78 протеина потичу од: интеракција Lys296 који се понаша као донор водоника 
карбонилном кисеонику и Asp391 водоник акцептора амино (-NH2) групе остварених на 
растојању од 2,7 Å и 1,7 Å (Слика 37а). Истом анализом у случају Hsc70 протеина 
утврђено је да се главни везивни мод постиже код Lys271 (H-донор) и Asp366 (H-
акцептор) (Слика 37 b). Додатна стабилизација постигнута је арен-катјонским слагањем 
између Arg272 и бензеновог прстена комплексног анјона.  
Слике 37c и 37d показују положаје докованог једињења 7 (Табела 14, страна 73) и 
[Pd(obap)]− комплекса за Grp78 и Hsc70. Постоји преклапање ароматичних региона ових 
једињења за оба рецептора као и Arg297 (Grp78) и Arg272 (Hsc70) укључених у 







Слика 37. 3D [Pd(obap)]-/HSP интеракције: (a) и (c) представљају Grp78 и (b) и (d) 
представљају Hsc70 
 
5.6 Молекулска динамика и резистентност ћелија 
 По аналогији са комплексима платине(II), ефикасност  комплекса паладијума(II) 
је ограничена смањеним уносом у цитоплазму и повећаним излучивањем што смањује 
могућност интеракције ових комплекса са макромолекулима. Због тога, студије о 
механизму резистентности комплекса паладијума(II) и њихове интеракције са 
макромолекулима могу нам дати одговор о различитим активностима на ћелијском 
нивоу. На пример, Боал (Boal) и Росензвиг (Rosenzweig) [187] су дали доказе за везу 
између резистентности цисплатине и хуманог хомеостатског протеина бакра Atox1 и 
ATP7A или ATP7B (протеини Менкес и Вилсонове болести). Наиме, ови аутори су 




платина може бити везана за Atox1 и у 1:1 и 1:2 односу. Шаперон бакра Atox1 везује 
бакар(I) са конзервираним CXXC мотивом и доставља га N-терминалном домену који 
служи за везивање метала (MBDs)  ATP7B и ATP7A, који су Cu(I) специфични P1B-тип 
ATP-аза [236]. Свака хумана Cu(I) ATP-аза има шест MBDs, који такође везују Cu(I) са 
CXXC мотивима и личе на Atox1  у укупној структури [237]. Стога се сматра да је Atox1, 
транспортни протеин металa, способан да интерагује са комплексима утичући на њихово 
излучивање из цитоплазме. Имајући у виду наведено, одлучили смо да испитамо 
интеракцију између синтетисаних паладијум(II) комплекса и apo-Atox1 димера, како би 
видели колико јако Atox1 везује ове агенсе у поређењу са Atox1-[Pd(L)]-Atox1 слободним 
енергијама везивања. 
Резултати MMPBSA и MMGBSA анализе (Табела 15, страна 76) нису праве 
слободне везивне енергије пре разматрања промене ентропије. У MMPBSA и MMGBSA 
анализама израчунавамо резултате на основу укупног узорковања и узорковања 
ефективних везивних трајекторија (видети резултате). Постигнуто је добро слагање 
између два сета резултата. Прорачуни MMGBSA + NMA и MMPBSA + NMA су показали 
да свих 5 лиганада (осим [Pd(apox)]) имају повољно везивање са протеином димера 
Атох1. Предвиђене ΔG вредности у разумном опсегу (у распону од - 4 до - 14 kcal/mol за 
MMGBSA + NMA резултате, а од - 2 до - 6 kcal/mol за MMPBSA + NMA резултате). 
Штавише, и MMGBSA и MMGBSA + NMA резултати показали су сличан редослед 
промене слободних енергија везивања 5 комплекса: [Pd(obbz)]2- > [Pd(obap)]- > 
[Pd(mdp)]2- > [Pd(mda)]2- > [Pd(apox)]. Док су резултати MMPBSA + NMA показали 
редослед промене слободних енергија везивања: [[Pd(obap)]- > [Pd(obbz)]2- ~ [Pd(mda)]2-~ 
[Pd(mdp)]2- > [Pd(apox)]. 
Резултати добијени на основу QM/MM симулација, а изведених са циљем да 
додатно истраже суштинске карактеристике интеракција између протеина димера и 
комплекса паладијума(II), представљају солидну основу за даље бављење QM/MM 
динамиком. Урађено је укупно 900 ps (3 · 300 ps) у случају сваке лиганд-рецептор 
динамике. Након детаљног прегледа три путање у случају сваке Atox1-[PdL]-Atox1 
јединице може се закључити следеће: 
 





 Нема ковалентних интеракција између цистеинских остатака и комплекса, 
осим у случају [Pd(mdp)]2- комплекса. 
 Комплекс [Pd(mdp)]2- интерагује са CYS11 остатком на такав начин да је 
један карбоксилат одвојен од центра паладијума и супституисан сумпором 
из цистеинског остатка. Коначна геометрија јединице комплекса (PdN2OS) 
унутар лиганд-протеин система је квадратно планарна са Pd-S дужином 
везе од 2,294 Å (Слика 38а). Такво понашање [Pd(mdp)]2- је у складу са 
студијом воденог раствора овог комплекса где је утврђено присуство 
[Pd(OH)(mdp)]3- (1,-1,1) врсте  што указује на отварање прстена и 
истовремену координацију OH- групе. 





Слика 38. (a) Конформација Atox1-[Pd(mdp)]2--Atox1 након 900 ps QM(PM6)/MD 
прорачуна; (б) Оптимизоване и преклопљене структуре [Pd(mdp)(CYS11)]2- комплекса 
узетог из QM и QM/MM прорачуна 
 
Даље, користећи све три путање издвојили смо просечну конформацију за сваки 
систем. Потом смо користили део молекула који чини комплекс паладијума(II), и CXXC 




њиховом минимизацијом користећи PM6 и Gaussian 09 (B3LYP/SDD) методе. Резултати 
показују да је PM6 метод дао краће CYS11-[PdL]-CYS11 (S-Pd-S) растојање од 
B3LYP/SDD за око 3 Å, међутим, уз грубо очување секундарне структуре остатака 
(Слика 39). У случају [Pd(mdp)(CYS11)]2- преклопљених PM6 и B3LYP/SDD структура 




Слика 39. PM6 и B3LYP/SDD оптимизовани фрагмент средње Atox1-[Pd(L)]n--Atox1 
















У оквиру ове дисертације синтетисано је осам нових супстанци, од тога две 
киселине и шест комплекса паладијума(II). Једињења су окарактерисана применом 
спектроскопских метода, а у случају једног лиганда и три комплекса паладијума(II) 
структура је потврђена рендгенском структурном анализом. Применом 
потенциометријских мерења испитана је стабилност синтетисаних једињења у воденом 
раствору, као и стабилност система награђених у присуству нуклеозида. Интеракције 
паладијум(II) система са важним биомолекулима, попут HSA и DNK, испитиване су 
применом спектроскопских метода (емисиона и апсорпциона спектроскопија). Испитана 
је биолошка активност награђених једињења (антитуморно деловање потенцијалних 
кандидата за лекове) као и механизам њиховог дејства на малигне ћелије.  
 
Сумирајући експерименталне и теоретске резултате можемо извести неколико 
закључака важних за интеракцију између наших комплекса паладијума(II) и малигних 
ћелија: 
 
 Прво, у овој дисертацији је потврђена изражена сумња у вези теорије о 
комплексима паладијума(II) неупотребљивим у смислу кандидата за 
лекове антитуморних својстава. 
 Такође је важно да смо потврдили чињеницу да су паладијум(II) комплекси 
супституисаних амида оксалне и малонске киселине веома добри 
антипролиферативни агенси у случају малигних ћелија. 
 Постоји континуирано побољшање у смислу токсичности и селективности 
у току нашег истраживања [126,127]. 
 Комплекс [Pd(apox)] је у комбинацији са метанолним екстрактом  L.vulgare 
на HCT-116 ћелијској линији показао бољи антипролиферативни ефекат са 





 Неколико комплекса [Pd(mdp)]2-, [Pd(mda)]2- и [Pd(apox)] имају значајан 
утицај на апоптозу ћелије. Можда најбоље особине показује [Pd(mdp)]2-
комплекс који због своје способности за отварање прстена омогућава 
евентуална додатна везивања централног паладијума са аминокиселинама 
протеина. 
 Студије равнотежа у растворима (флуоресцентна и UV-Vis 
спектроскопија) базиране на интеракцијама [Pd(L)]n- комплекса и протеина 
(HSA) или DNK (CT DNA) указују на њихово добро везивање. Ово говори 
у прилог добром потенцијалу награђене HSA-[PdL] транспортне јединице 
која не нарушава структуру комплекса, а према вредностима добијених 
константи стабилности јасно је да је способна да ослободи лекове-
кандидате за интеракцију са ћелијом. 
 Користећи класичну и QM/MM молекулску динамику били смо у стању да 
истражимо конформационе промене, слободне енергије везивања 
лиганада-рецептора и њихове ковалентне интеракције. Постоји приметна 
корелација између IC50 вредности (токсичност) и ΔG (слободне везивне 
енергије). Уопштено говорећи, [Pd(mdp)]2- и [Pd(apox)]  комплекси са 
највишим вредностима ΔG изазивају добар одговор свих третираних 
ћелија. Супротно, [Pd(obbz)]2- и [Pd(obap)]- са најнижим вредностима ΔG 
изазивају промену једне или две ћелијске линије, што је у складу са 
занемарљиво до умереним IC50 вредностима ових комплекса. 
 На крају, предлажемо највјероватнији механизам деловања лекова према 
малигним ћелијама (Слика 40). Ово укључује:  
 
 фазу уласка лекова путем споре дифузије, или преко једног од транс-
мембранских канала (као што је CTR1) 
 ћелијски одговор било кроз формирање atox1-[PdL] комплекса или 
интеракција једињења паладијума(II) са протеинима присутним у ER, 
или једарном DNK 
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DockingNovel square-planar palladium(II) complexes with O–N–N–O-type ligands H4mda (H4mda=malamido-
N,N′-diacetic acid) and H4obp (H4obp=oxamido-N,N′-di-3-propionic acid) were prepared and charac-
terized. The ligands coordinate to the palladium(II) ion via two pairs of deprotonated ligating atoms
with square chelation. A four coordinate, square-planar geometry was verified crystallographicaly for the K2
[Pd(mda)]⋅H2O complex. The binary and ternary systems of Pd(II) ion with H4mda or H4obp (L) as primary
ligands and guanosine (A) as secondary ligand were studied in aqueous solutions in 0.1 M NaCl ionic medium
at 25 °C by potentiometric titrations. In addition, calculations based on density functional methods (DFT) were
carried out. A natural bonding orbital analysis indicated that the Pd–N bonds are three-centric in nature and
mainly governed by charge transfer via a strong delocalization of the oxygen lone pair with “p” character into
the bonding Pd–N orbital. Mononuclear palladium(II) complexes together with amido acid N,O-containing
ligands were tested against several tumor cells and reveal significant antitumor activity and lower resistance
of tumor cells in vitro than cisplatin. In this paper, interactions of palladium complexes with DNA are discussed
in order to provide guidance and determine structure and antitumor activity relationships for continuing studies
of these systems. Docking simulation on DNA dodecamer or 29-mer (Lippard solved crystal structures), suggests
several favorable interactions with the hydrogen pocket/binding site for the incoming ligands. These results
support amidoacids/Pd complexes as novel antitumor drugs and suggest that their potent cell life inhibition
may contribute to its anti-cancer efficacy.
© 2013 Elsevier Inc. All rights reserved.1. Introduction
Oxamide type compounds comprise a very interesting family in co-
ordination chemistry. Furthermore, in the presence of transition-metal
ions and provided that the substituted oxamide can form five- or
six-membered chelate rings, the amide deprotonates and co-ordinates
simultaneously at low pH. N,N′-bis(substituted)oxamidates are well
known as versatile bridging ligands, which can afford symmetric and
asymmetric oxamidate bridges by their cis–trans conformational change
[1,2].
The complexes of copper(II) with oxamido-derived tetradentatate
ligands, composed of oxalic and amino acid (β-alaninate, glycine or
anthranilic acid) [3–11] have been studied by many research groups.
The d-electron configuration and size of the central metal ion [12–14]
could have significant influence on the geometry in O–N–N–O-type
and related complexes. The complexes, especially of copper(II) and381 34335040.
rights reserved.nickel(II), with malonamide-derived ligands (Scheme 1), readily acces-
sible via aminolysis reactions of malonic esters with polyamines, have
been studied extensively [11–17]. At the same time, a rather limited
number of complexes of the late transition metals, e.g. palladium(II)
[18,19], platinum(II) [20,21], rhenium(V) [22] and technetium(V)
[23], with this kind of ligand have been thoroughly characterized up
to date [24].
Extensible research efforts have been made to develop novel
metal-based antitumor complexes with the aim of improving effective-
ness and reducing the severe side effects of the current clinical platinum
chemotherapeutic agents such as cisplatin and its analogues [25,26].
Special attention has been paid to platinum complexes with different
structural features from those of already used drugs [27–31] and com-
plexes of the other platinum-group metals like ruthenium, rhodium,
palladium and iridium [32–35].
The coordination chemistry of palladium(II) is very similar to that of
platinum(II), but the higher liability in ligand exchange at Pd centre
(105 times greater than Pt) may cause rapid hydrolytic processes lead-
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Synthesis of novel palladium(II) complexes with
oxalic acid diamide derivatives and their
interaction with nucleosides and proteins.
Structural, solution, and computational study†
Emina M. Mrkalić,a Ratomir M. Jelić,b Olivera R. Klisurićc and Zoran D. Matović*a
Novel palladium complexes, KH[Pd(obap)]2·3H2O (3) with oxamido-N-aminopropyl-N’-benzoic acid and
[Pd(apox)] (4) with N,N’-bis(3-aminopropyl)ethanediamide, were synthesized. Exhaustive synthetic, solu-
tion and structural studies of the two Pd(II) complexes are reported. The binary and ternary systems of the
Pd(II) ion with H2apox or H3obap as primary ligands and nucleosides (Ado or Cyt) as secondary ligands,
are investigated in order to better understand their equilibrium chemistry. The relative stabilities of the
ternary complexes are determined and compared with those of the corresponding binary complexes in
terms of their Δlog K values. The species distribution of all complexes in solution is evaluated.
Fluorescence spectroscopy data shows that the fluorescence quenching of HSA is a result of the formation
of the [PdL]-HSA complex. The structure of complex 3 is confirmed using X-ray crystallography. The results
are compared to those obtained for palladium complexes of similar structures. Density functional theory
(DFT) has been applied for modelling and energetic analysis purposes. The nature of the Pd–N(O) bond
interaction is analyzed using NBO. We report here docking simulation experiments in order to predict the
most probable mechanism of pro-drug-action. The next free binding energy order of the best scores from
the [PdL]-DNA docking simulations, cis-[Pt(NH3)2(H2O)2]
2+ > [Pd(obap)] > [Pd(mda)], has been observed in
the case of DNA alteration. For the ER and cytosolic stress mechanisms the results of the docking simu-
lations to the chaperons Grp78 and Hsc70 are promising for possible applications as potent protein inhibi-
tors (Ki of [Pd(mda)]/GRP78 being ∼66 µM and Ki for [Pd(obap)]/HSC70 being 14.39 µM).
1. Introduction
The strong basicity of the coordinated amide nitrogen atoms
of oxamide-type compounds exerts a stabilizing influence on
the high oxidation state of late first-row transition metal ions.1
At the same time, the insolubility of oxamido-derived ligands
in common solvents and their hydrolysis limit their coordi-
nation ability as ligands. These difficulties can be almost over-
come by introducing additional N-substituted coordinating
groups, which are more reluctant to undergo hydrolysis and
exhibit higher solubility. Furthermore, in the presence of tran-
sition-metal ions, the substituted oxamides form five- or six-
membered chelate rings (Scheme 1), as the amide deproto-
nates and coordinates simultaneously at low pH. To our knowl-
edge, there are not many complexes of the late transition
metals, e.g., palladium(II)2–4 and platinum(II)5, with this type of
ligand that have been thoroughly characterized. During the
last decade, we published works dealing with the behaviour of
copper(II) toward similar chelate ligands.6
Scheme 1 Malonamide and oxamide derived ligands.
†Electronic supplementary information (ESI) available: Fig. S1–S12; Tables
S13–S14. CCDC 905386. For ESI and crystallographic data in CIF or other elec-
tronic format see DOI: 10.1039/c3dt53384k
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Abstract: The aim of this study is to examine the growth inhibitory effects of methanolic 
leaf and fruit extracts of L. vulgare on HCT-116 cells over different time periods and their 
synergistic effect with a Pd(apox) complex. The antiproliferative activity of plant extracts 
alone or in combination with the Pd(apox) complex was determined using MTT cell 
viability assay, where the IC50 value was used as a parameter of cytotoxicity. Results show 
that antiproliferative effects of L. vulgare extracts increase with extension of exposure time, 
with decreasing IC50 values, except for 72 h where the IC50 values for methanolic leaf 
extract were lower than for the fruit extract. The Pd(apox) complex alone had a weak 
antiproliferative effect, but combination with L. vulgare extracts caused stronger effects 
with lower IC50 values than with L. vulgare extracts alone. The type of cell death was 
explored by fluorescence microscopy using the acridin orange/ethidium bromide method. 
Treatments with plant extracts caused typical apoptotic morphological changes in  
HCT-116 cells and co-treatments with Pd(apox) complex caused higher levels of apoptotic 
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